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RESUMO 

 

Insetos sociais despertam grande curiosidade, interesse e uma vontade de 

se compreender as bases moleculares da vida social. A identificação de genes 

diferencialmente expressos tem sido usada para o entendimento não só da 

função gênica, mas também dos mecanismos moleculares de diferentes 

processos biológicos. Nesse estudo, foram testados dois protocolos para extração 

de RNA total de Camponotus vittatus e a técnica de Differential Display Reverse 

Transcriptase – Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR) foi utilizada para a 

identificação de genes diferencialmente expressos em casta, sexo e nos estágios 

de desenvolvimento dessa formiga. O método de extração de RNA baseado em 

Chomczynski e Sacchi (1987) demonstrou ser o mais eficaz. A técnica DDRT-

PCR foi eficiente para a detecção de genes diferencialmente expressos de C. 

vittatus. Três expressed sequence tags (ESTs) foram seqüenciadas e análises por 

bioinformática não detectaram similaridade com seqüências depositadas em 

banco de dados, podendo ser novas e, talvez, específicas de C. vittatus. Essas 

seqüências foram depositadas no banco de dados dbEST. Um fragmento 

diferencialmente expresso em operária foi obtido com a combinação dos primers: 

HT11G e AP03. Os resultados do seqüenciamento e das análises por 

bioinformática revelaram que tal EST foi isolada da bactéria endossimbionte de C. 

vittatus, pois foi detectada a presença de um domínio grol e alta similaridade com 

diversas proteínas da família das chaperoninas, proteínas presentes nas bactérias 

endossimbiontes do gênero. 

 

Palavras-chave: Camponotus vittatus, DDRT-PCR, Expressão gênica 
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ABSTRACT 

 

Social insects inspire great curiosity, interest and a wish to know the social 

life molecular basis. Differentially expressed genes identification has been used 

with the objective to understand either the gene function and the molecular 

mechanisms of different biological processes. In this study, two protocols for the 

total RNA extraction from Camponotus vittatus were tested and the Differential 

Display Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR) 

technique was used with the aim to identify differentially expressed genes in caste, 

sex and development stages of this ant. The RNA extraction method, based in 

Chomczynski e Sacchi (1987), was the most efficacious. The DDRT-PCR 

technique was efficient for the detection of differentially expressed genes from C. 

vittatus. Three expressed sequence tags (ESTs) were sequenced and the analysis 

with bioinformatics tools failed in detect similarity with those sequences from data 

banks. These sequences may be new and, perhaps, specific of C. vittatus. They 

were deposited in dbEST database. A differentially expressed fragment, specific of 

works, was obtained with the primers HT11G and AP03. The results of its 

sequence and the analysis by bioinformatics revealed that this EST was, in fact, 

been isolated from the endosymbiotic bacteria of C. vittatus because a grol 

domain was detected and was observed high similarity with many proteins of the 

chaperonin family, a kind of protein present in the endosymbiotic bacterias of this 

genus. 

 

Key words: Camponotus vittatus, DDRT-PCR, Gene expression 
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As formigas pertencem à classe Insecta, ordem Hymenoptera, sendo 

agrupadas em uma só família, Formicidae. Estima-se que o número de gêneros 

possa ultrapassar 350 e o de espécies, 20.000 (Hölldobler e Wilson 1990, Bolton 

1994, Brown-Jr 2000), das quais 11.844 já foram descritas (Agosti e Johnson 

2005). No Brasil, estão catalogadas mais de 2.000 espécies (Bueno & Campos-

Farinha 1998). 

São insetos sociais, apresentando as três características que definem a 

eussocialidade: divisão de trabalho, com um sistema de castas envolvendo 

indivíduos estéreis assistindo aqueles que reproduzem; cooperação entre 

membros da colônia para o cuidado com a cria; e sobreposição de gerações 

capazes de contribuir para o funcionamento do ninho (Wilson 1971). Vivem em 

colônias, sendo que estas são formadas por indivíduos adultos e indivíduos em 

desenvolvimento, na forma de ovos, larvas e pupas. A maioria dos adultos 

constitui-se de fêmeas divididas em pelo menos duas castas: fêmeas férteis, as 

rainhas e fêmeas estéreis, as operárias (Bueno e Campos-Farinha 1998). 

As fêmeas são diplóides e machos haplóides e a determinação da casta de 

fêmeas depende, em quase todos os casos, das condições ambientais de 

desenvolvimento (Wheeler 1986), principalmente relacionadas à dieta. Nesse 

sistema genético haplodiplóide, rainhas controlam o sexo de sua ninhada (Gullan 

e Craston 2005).  

A rainha possui asas, que são perdidas após a cópula, e sua principal 

função é a reprodução. Todavia, em algumas formigas mais especializadas, a 

rainha cuida e alimenta sua primeira ninhada de operárias com secreções 

salivares. Pode viver por muitos anos e em algumas espécies é substituída por 

uma de suas rainhas filhas. A colônia pode abrigar uma (monogínica) ou mais 

(poligínica) rainhas (Koehler e Oi 2002). 

Machos não formam castas, são infreqüentes e de vida curta (Gullan e 

Craston 2005). Após a maturidade, não permanecem na colônia por muito tempo. 

Possuem asas, retendo-as até a morte. Sua função consiste em acasalar com 

uma rainha para morrer logo depois. São produzidos em colônias velhas ou muito 

grandes, onde há abundância de comida (Koehler e Oi 2002). 

Ao contrário das formas reprodutivas (sexuais), a casta de operárias não é 

alada e realiza todas as demais atividades da colônia: coleta água e alimento, 



 3 

cuida da prole, alimenta os jovens e adultos da colônia, constrói, repara e defende 

o ninho. São muito variáveis em tamanho e aparência, podendo ser 

monomórficas, dimórficas ou polimórficas (Bueno e Campos-Farinha 1998, 

Koehler e Oi 2002). 

Dois padrões gerais de divisão de trabalho são reconhecidos. Indivíduos de 

uma mesma casta (ou subcasta), normalmente apresentam uma diferenciação 

comportamental (polietismo), tanto por desempenharem funções distintas 

dependentes da idade (polietismo etário) ou por realizarem certas funções 

durante a vida, relacionadas com sua forma ou tamanho (polietismo morfológico) 

(Beshers e Fewell 2001). Apesar de serem geneticamente relacionados, membros 

de diferentes castas podem apresentar polifenismo, ou seja, polimorfismo 

ambiental (Gullan e Craston 2005). 

Com relação ao desenvolvimento, é completo (holometábolo), com três 

estágios distintos (larva, pupa e adulto). Os ovos são quase microscópicos e 

originam larvas ápodes. Estas são alimentadas pelas operárias, o que pode 

acontecer de três formas: colocando o alimento próximo às larvas ou sob estas, 

em uma bolsa (trophothylax ou praesaepium) localizada na região ventral da larva 

ou regurgitando o conteúdo do papo na cavidade bucal da larva (Fowler et al. 

1991, Koehler et al. 1997). 

O desenvolvimento holometábolo permite que larva e adulto de um inseto 

especializem-se em recursos diferentes, contribuindo para o sucesso da radiação 

desse grupo (Gullan e Craston 2005). Segundo Fowler et al. (1991), as larvas de 

formigas necessitam de elementos nutricionais estruturais (proteínas, sais 

minerais e vitaminas), enquanto os adultos, por apresentarem alta atividade 

forrageira, suprem suas necessidades energéticas utilizando carboidratos e 

gorduras. As operárias filtram partículas sólidas de sua alimentação, ingerindo 

somente líquidos, ao passo que as larvas utilizam recursos tanto sólidos quanto 

líquidos. Segundo Hölldobler e Wilson (1990), a possibilidade de que larvas 

sirvam como uma casta especializada em digestão tem recebido apoio 

substancial de uma série de estudos com a subfamília Myrmicinae. No geral, o 

primeiro instar larval é alimentado por regurgitação, ovos tróficos ou ambos. A 

regurgitação de comida liquida continua por toda a vida da larva. Nos últimos 

ínstares, são alimentadas com pedaços de insetos ou sementes, dependendo dos 
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hábitos da espécie. As operárias cortam e mastigam o material antes de dá-lo às 

larvas. 

 Para Hölldobler e Wilson (1990), o sucesso ecológico das formigas por 

mais de 50 milhões de anos parece estar relacionado ao fato de terem sido um 

dos primeiros insetos predadores a explorar o solo e a vegetação da terra, 

desempenhando papel importante nos fluxos de energia e nutrientes, uma vez 

que constituem uma porção significativa da biomassa animal. 

Como qualquer ambiente natural, os ambientes artificiais, inclusive os 

centros urbanos, podem ser colonizados e explorados por várias espécies de 

formigas. Muitas dessas espécies, que apresentam comportamento sinantrópico 

(encontram-se associadas ao homem e convivem em suas residências), tiveram 

sucesso em seus processos de dispersão e conseguiram distribuir-se por todo 

mundo através da atividade mercantil (Bueno e Campos-Farinha 1998). Essas 

formigas, chamadas de andarilhas (tramp species), conseguiram colonizar regiões 

em que as condições climáticas eram totalmente desfavoráveis sob o aspecto 

ecológico (Suarez et al. 2001). A maioria dessas espécies é exótica, devendo seu 

sucesso na colonização de tais ambientes de grande impacto antrópico 

(ambientes urbanos) a uma variedade de estratégias em sua adaptação ao novo 

habitat (Clark et al. 1982, Passera 1994). 

Uma vez estabelecidas na área urbana, essas formigas podem causar 

grandes problemas ao se instalarem em fábricas de alimentos, padarias, 

restaurantes, escritórios, instituições de pesquisas, biotérios, zoológicos, museus, 

bibliotecas, centrais telefônicas, casas e hospitais pelo fato de nidificarem em 

instalações elétricas e danificarem estruturas, forragearem em áreas de risco, 

atuando como vetores mecânicos de microorganismos patogênicos e causando 

incômodo às pessoas (Fowler e Bueno 1998, Marcolino 1999, Bueno e Campos-

Farinha 1999, Rodovalho et al. 2003). 

As subfamílias de maior importância para o estudo de formigas urbanas 

são: Dolichoderinae, Myrmicinae e Formicinae (Hölldobler e Wilson 1990, 

Marcolino 1999, Bueno e Campos-Farinha 1999). 

As formigas pertencentes à Formicinae são encontradas em qualquer lugar 

e, normalmente, em grande número.  A maioria é scavenger, ou seja, alimenta-se 

de restos de animais ou frutos caídos, forrageando no solo ou vegetação, em 
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qualquer horário do dia ou da noite. São ativas, movem-se rapidamente e 

defendem a colônia vigorosamente, atacando intrusos com suas mandíbulas e 

sprays de ácido fórmico. Os ninhos são normalmente grandes, com centenas ou 

milhares de operárias (Shattuck e Barnet 2001). 

A subfamília Formicinae é caracterizada pela presença de ácido fórmico, 

liberado como defesa e predomina nas regiões neoárticas e paleárticas. É muito 

bem representada na região Neotropical, por cerca de 400 espécies e entre as 

espécies urbanas, destacam-se Paratrechina longicornis, Brachymyrmex sp. e 

Camponotus sp. (Hölldobler e Wilson 1990, Bolton 1994, Caetano et al. 2002).  

O gênero Camponotus, um dos maiores do mundo, é encontrado em uma 

grande variedade de habitats e possui cerca de 1500 espécies agrupadas em 46 

subgêneros (Hedlund 2003). Somente na região Neotropical, estão descritas mais 

de 200 espécies de difícil identificação, principalmente, por serem polimórficas, de 

forma que a casta estéril é dividida em operárias e soldados (Hölldobler e Wilson 

1990, Bueno e Campos-Farinha 1999, Caetano et al. 2002). Trabalhos recentes 

apontam o gênero Camponotus como um dos mais ricos em espécies dentro do 

Bioma Cerrado (Silva 2003). 

Nesse gênero, as formigas são grandes, com adultos variando de 6 

(operárias) a 12 mm (soldados) e mais de 18 mm para reprodutivos alados. Cada 

colônia possui uma rainha funcional e áptera com 20 mm de comprimento (Gold e 

Glenn 1999) que pode viver 10, 20 anos, fazendo dessas formigas um dos insetos 

mais longevos que se têm dados (Hölldobler e Wilson 1990). 

Algumas espécies constroem seus ninhos no solo ou sob pedras (Hedlund 

2003). Entretanto, são chamadas carpinteiras devido à sua preferência de nidificar 

em madeira podre ou em decomposição ou que possuam antigas galerias de 

térmites, podendo construir seus ninhos em torno de residências ou mesmo 

dentro das mesmas. Todavia, o dano é limitado, pois essas formigas não se 

alimentam da madeira (Drees e Jackman 1999). Por esse motivo, e por 

forragearem em busca de água e alimento, adquiriram o status de praga, sendo 

excelentes indicadores de problemas estruturais em construções (Gold & Glenn 

1999).  

Camponotus são generalistas (onívoras), porém apresentam preferência 

por carboidratos e são freqüentes visitantes de nectários extraflorais (Longino 
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2002). Romero (2002) demonstrou que formigas Camponotus roubavam néctar de 

Vochysia elliptica (Vochysiaceae), mas exerciam um efeito protetor contra cupins. 

Os membros desse gênero possuem proventrículos desenvolvidos, uma 

adaptação morfológica para a retenção de alimento líquido em seu papo (Eisner e 

Wilson 1957). Forrageiras solitárias são capazes de carregar grandes 

quantidades de carboidratos para o ninho (Levieux e Louis 1975). Uma vez dentro 

deste, o fluido é regurgitado e transferido a outros indivíduos da colônia 

(Hölldobler e Wilson 1990). 

Muitas das espécies de menor tamanho são forrageiras diurnas, com 

coloração escura ou preta, enquanto espécies maiores são normalmente de 

hábito noturno, com cores que vão do marrom avermelhado ao amarelo (Longino 

2002). 

O desenvolvimento do ovo para o estágio adulto leva, em média, dois 

meses. As larvas não possuem pernas e as pupas são de coloração creme a 

marrom, sendo muitas vezes chamadas erroneamente de ovos (Drees e Jackman 

1999).  A primeira geração de operárias é pequena e são chamadas nanicas. A 

colônia permanece com tamanho reduzido no primeiro ano, mas nos anos 

subseqüentes a colônia cresce rapidamente, atingindo um máximo de 2000 a 

3000 indivíduos. Isso acontece entre 3 e 6 anos, quando, então, as formas 

reprodutivas são produzidas. Ao atingir tal tamanho, raramente a colônia cresce, 

mas as operárias são produzidas continuamente para repor as mortas ou 

perdidas. Um ninho maduro produz de 200 a 400 indivíduos alados por ano, o que 

drena recursos e mantém os números baixos (Gold e Glenn 1999, Hölldobler e 

Wilson 1990). 

A formiga Camponotus vittatus (Fig. 1) é predominante nos domicílios de 

Uberlândia-MG, não tendo sido registrada em outros levantamentos em áreas 

urbanas (Soares 2005). Trabalhos ao seu respeito são praticamente inexistentes. 
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Fig. 1 – Ninho de C. vittatus mantido no laboratório. Pode-se observar a presença 
de larvas, pupa, operárias e soldados. (Foto: Cristiano Menezes) 

 

Os organismos superiores contêm milhares de genes diferentes, dos quais 

somente uma pequena fração é expressa em qualquer célula. Os processos da 

vida, como desenvolvimento e diferenciação, são determinados pela escolha de 

quais genes são expressos (Manniatis et al. 1987). 

A investigação da expressão gênica nas últimas décadas levou ao 

desenvolvimento de técnicas capazes de identificar pequenas quantidades de 

mRNA ou proteínas que podem trazer novas informações relativas a processos 

biológicos, com objetivo de se identificar alvos farmacológicos, marcadores 

moleculares, dentre outros. A técnica de differential display (DD) está entre estas, 

sendo uma tecnologia que facilita a identificação de mRNA em células ou tecidos, 

identificando funções alteradas resultantes de diferenças na transcrição ou 

degradação do mRNA (Pardee e McClelland 1999), dependente do tipo celular 

e/ou células expostas a diferentes tratamentos ou condições fisiológicas. 

Essa técnica consiste num processo de transcrição reversa acoplado a 

uma reação em cadeia da polimerase (RT-PCR), cujos produtos são analisados 

em um gel (Liang e Pardee 1992). Tais reações geram fragmentos de cDNA que 

potencialmente correspondem às espécies de mRNAs diferencialmente expressos 

em cada um dos tipos celulares. 

É um método muito sensível, podendo ser usado para três propósitos. Um 

refere-se à visualização do mRNA componente de células através de bandas 

 
0,25 cm 



 8 

curtas de cDNA que correm em paralelo, revelando as diferenças dos padrões de 

mRNAs. O segundo diz respeito à rapidez com que tais fragmentos podem ser 

seqüenciados e comparados com seqüências de bancos de dados. Por fim, 

bandas individuais podem ser clonadas e usadas como provas para Northern ou 

Southern blottings e isolamento de genes a partir de bibliotecas genômicas ou de 

cDNA (Liang e Pardee 1992). 

Inúmeros trabalhos podem e têm sido desenvolvidos utilizando-se tal 

técnica: estudos de desenvolvimento, processos fisiológicos e bioquímicos, genes 

relacionados ao ciclo circadiano, doenças, resistência e estresse, etc. (Liang e 

Pardee 1997). 

Insetos sociais são também alvo de vários trabalhos utilizando DDRT-PCR. 

Em 1999, Corona et al. identificaram, em Apis mellifera, dois genes codificantes 

de proteínas mitocondriais, subunidade 1 citocromo-oxidase e citocromo c, os 

quais apresentaram expressão diferencial em rainha e operária. Oliveira-Junior 

(1999), também estudando A. mellifera, encontrou 6 genes diferencialmente 

expressos que foram relacionados à divisão de trabalho na colônia. Hepperle & 

Hartfelder (2001) empregaram tal técnica para analisar a expressão de genes 

envolvidos na regulação de ecdisteróide durante a diferenciação de casta dessa 

mesma abelha.  

Em 2006, Santana et al. utilizaram DDRT-PCR para comparar o perfil de 

mRNA em Melipona scutellaris durante o desenvolvimento ontogenético pós-

embrionário e em operárias adultas, rainha natural e induzida pelo hormônio 

juvenil III. Eles observaram a presença de um fragmento em larvas L1 e L2 com 

similaridade à proteína tiorredoxina redutase, importante durante os processos de 

oxido-redução, atribuindo um papel fundamental para os primeiros estágios de 

desenvolvimento, quando a comida é oferecida de uma só vez, implicando num 

intenso metabolismo energético. 

Este trabalho teve como objetivo a identificação de genes diferencialmente 

expressos na formiga urbana C. vittatus, por meio da técnica de DDRT-PCR.  
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Detecção de genes diferencialmente expressos 

na formiga urbana Camponotus vittatus 

(Hymenoptera, Formicinae) 
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INTRODUÇÃO 

 

A identificação de genes diferencialmente expressos tem sido usada para o 

entendimento não só da função gênica, mas também dos mecanismos 

moleculares de diferentes processos biológicos (Vedoy et al. 1999).  

O comportamento social dos insetos é resultado de complexas interações 

em níveis diferentes da organização biológica. As principais características dos 

insetos sociais que fascinam os biólogos são: o altruísmo expressado por 

membros da colônia, a complexa divisão de trabalho e a grande plasticidade 

demonstrada frente a mudanças ambientais (Page Jr e Erber 2002). 

Segundo Robinson (2002), esse interesse em insetos sociais reflete uma 

vontade de compreender as bases moleculares da vida social: como evoluiu, 

como é governada e como influencia todos os aspectos da estrutura genômica, 

expressão gênica e desenvolvimento, fisiologia e comportamento do organismo. 

Sendo assim, inúmeros trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de se 

estudar a expressão gênica diferencial, especialmente em abelhas e formigas, de 

vários processos biológicos, como desenvolvimento e diferenciação de castas 

(Evans e Wheeler 1999, Evans e Wheeler 2000, Evans e Wheeler 2001, Liu e 

Zhang 2004), metamorfose (Goodisman et al. 2005), mudanças fisiológicas (Tian 

et al. 2004) e outros comportamentos sociais (Lobo et al. 2003). 

Vários métodos têm sido empregados nessa análise de genes 

diferencialmente expressos, dentre eles, o método proposto por Liang e Pardee 

(1992) differential display reverse transcriptional polymerase chain reaction 

(DDRT-PCR). 

Essa técnica, amplamente utilizada, também pode ser aplicada para o 

estudo em insetos sociais (Corona et al. 1999, Oliveira Jr 1999, Hepperle e 

Hartfelder 2001, Santana et al. 2006). 

O presente trabalho teve como objetivo a identificação de expressed 

sequence tags (ESTs) diferencialmente expressas em casta, sexo e nos estágios 

de desenvolvimento de C. vittatus por meio de DDRT-PCR, bem como o teste de 

dois protocolos para extração de RNA total dessa formiga. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética do 

Comportamento do Instituto de Genética e Bioquímica da Universidade Federal 

de Uberlândia (UFU). 

 

Material Biológico 

 

As formigas C. vittatus, utilizadas como material biológico desse estudo, 

foram provenientes de ninhos artificiais, mantidos em bandejas plásticas no 

laboratório, sob condições naturais de temperatura e umidade e alimentadas com 

larvas do besouro Tenebrio, como fonte protéica, e mel ou melado, como fonte de 

carboidratos. 

Foram utilizados indivíduos (Fig. 1) de diferentes castas, sexo e níveis de 

desenvolvimento: rainhas virgens (R), machos (M), soldados (S), operárias (O) e 

pupas de macho (PM), de soldado (PS) e de operária (PO). 

 

 

Fig. 1 – C. vittatus. A – Macho (alado) e operária. B – Rainha fisogástrica. C – 
Soldado. D – Pupa. (Foto: Cristiano Menezes) 
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C     D 
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Extração de RNA Total 

 

Foram testados dois protocolos para extração de RNA total, sendo 

utilizados pools de 5 a 6 indivíduos. 

O primeiro testado foi o método de Trizol (Invitrogen)(anexo I). 

O segundo método foi baseado no protocolo de Chomczynski e Sacchi 

(1987), com algumas modificações (anexo II).   

Após a extração, procedeu-se ao tratamento com DNase I (Sigma-Aldrich) 

(anexo III), quantificação em espectrofotômetro (Ultrospec 1100 pro – Amersham 

Biosciences) e a qualidade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de 

agarose 1% (anexo IV). 

As amostras foram guardadas em freezer -80ºC. 

 

 

DDRT-PCR – Differential Display Reverse Transcriptional Polymerase Chain 

Reaction 

 

Para as reações de transcrição reversa (RT) foram utilizados 200 ng de 

RNA total, 8 pmols de um dos primers oligo-dT ancorados (Tabela 1), 10 U de 

RNAsin (Amersham Biosciences), tampão da RT 1X, 500 µM de dNTPs e 200 U 

de RT-MMLV (Promega), num volume final de 30 µL. As amplificações foram 

realizadas em termociclador (PTC-100 – MJ Research Inc.), programado para 

37ºC por 1 hora. Uma reação sem RNA foi feita como controle negativo geral. A 

enzima transcriptase reversa não foi adicionada aos controles negativos (branco 

das amostras) para verificação de possível contaminação com DNA. 

As reações de amplificação por PCR foram feitas de acordo com o 

protocolo seguinte: 2 µL da reação de RT, tampão da Taq 1X, 2.5 mM de cloreto 

de magnésio, 200 µM de dNTPs, 8 pmol de primer oligo-DT, 8 pmol de primer 

arbitrário (Tabela 1) e 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Cenbiot), num volume 

final de 30 µL. 

As amplificações foram realizadas em termociclador, programado para 40 

ciclos de 94ºC por 25 segundos, 40ºC por 2 minutos, 72ºC por 1 minuto, seguidos 
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por uma temperatura de extensão final de 72ºC por 5 minutos e 4ºC por tempo 

indeterminado. 

Os produtos de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 10%, não 

desnaturante, em corrida a 250V, por 5 horas. Após a eletroforese, os géis foram 

corados com AgNO3 (anexo V). 

As bandas representando genes diferencialmente expressos foram 

cortadas dos géis, o cDNA foi eluído e precipitado (anexo VI). 

Os fragmentos purificados foram reamplificados utilizando-se as mesmas 

condições de PCR descritas, exceto pela quantidade de primers que foi reduzida 

para 6 pmol. As amostras reamplificadas foram submetidas à eletroforese em gel 

de agarose 1.5%, coradas com brometo de etídio. As bandas foram recortadas e 

purificadas para seqüenciamento (anexo VII). 

  

Tabela 1 – Seqüência dos oligo-dT (HT11) e primers arbitrários (AP) utilizados 

nos experimentos de DDRT-PCR. 

Primers Seqüência 5’ – 3’ 

HT11A AAGCTTTTTTTTTTTA 

HT11C AAGCTTTTTTTTTTTC 

HT11G AAGCTTTTTTTTTTTG 

AP01 AAGCTTGATTGCC 

AP02 AAGCTTGCACTGT 

AP03 AAGCTTTGCTCAG 

AP04 AAGCTTCTCAACG 

AP05 AAGCTTAGTAGGC 

 

 

Seqüenciamento 

 

O seqüenciamento foi realizado no Laboratório de Genética Molecular 

(UFU), utilizando-se o kit Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE 

DNA Analysis Systems (Amersham Biosciences) para seqüenciador automático 

MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).  



 20 

Para cada amostra foram montadas duas reações (uma para o primer 

oligo-dT e outra para o primer arbitrário) contendo 4 µL de DNA 

(aproximadamente 400 ng), 1 µL de primer, 4 µL de reagente premix do kit e 1 µL 

de água, totalizando 10 µL. Foram feitos 35 ciclos iguais aos descritos para as 

reações de amplificação (PCR). 

 

Análise das Seqüências 

 

As seqüências obtidas foram alinhadas utilizando-se os programas BioEdit 

Version 7.0.0 (2004) e Multialin  

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) para obtenção de seqüências  

consideradas ESTs de alta qualidade. 

Tais seqüências foram também traduzidas, utilizando-se o programa 

Expasy Proteomics Server (http://www.expasy.org/tools/dna.html) e comparadas 

ao banco de dados GenBank utilizando as ferramentas de BLAST: BLASTN, 

BLASTX, TBLASTX, RPSBLAST (domínios conservados) e BLAST de peptídeos 

curtos (short, nearly exact matches), disponíveis em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ . 

A análise de domínios e famílias de proteínas foi feita utilizando-se o site 

Prosite (http://www.expasy.org/prosite/). 

Três ESTs foram depositadas no banco de dados dbEST. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para C. vittatus, o protocolo de Chomczynski e Sacchi (1987) mostrou-se o 

mais eficaz. O RNA obtido foi de alta qualidade com pequena ou inexistente 

contaminação por DNA (Fig. 2). A extração do RNA total de um pool de indivíduos 

também foi de relevância, evitando-se que a variação na expressão gênica 

individual pudesse interferir nos resultados, como dito por Oliveira Jr (1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 – Extração de RNA total pelo método de Chomczynski e Sacchi (A) e pelo 
método do Trizol (B). R – rainhas virgens; M – machos; S – soldados; O – 
operárias. 

 

Foram testadas 15 combinações de primers, sendo que os melhores 

resultados foram obtidos com o oligo-dT HT11G. Mou et al. (1994), em estudo 

com fibroblastos e tecido cardíaco de rato, também encontraram que primers 

ancorados com no mínimo uma base G foram mais eficientes que os com uma 

base C e que os primers terminados em A foram os menos eficientes em 

experimentos de amplificação. 

Puderam-se verificar diferenças de intensidade em fragmentos durante os 

diferentes estágios de desenvolvimento, casta e sexo, sendo encontradas, ainda, 

bandas específicas para apenas uma das amostras (Fig. 3). Várias dessas 

bandas, observadas como sendo diferencialmente expressas, foram recortadas e 

reamplificadas. Todavia, devido à baixa quantidade obtida de algumas bandas 

(cDNA) e o tamanho reduzido (<200 pb) de outras, somente 14 foram 

seqüenciadas (Fig. 4). Destas, apenas 4 apresentaram-se como ESTs de alta 

qualidade e foram analisadas por bioinformática. ESTs provêm um método 
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econômico para identificar um grande número de genes que podem ser usados 

na expressão gênica e outros estudos genômicos (Gerhold e Caskey 1996). 

 

 

Fig. 3 – Gel de poliacrilamida 10%, não desnaturante, obtido pela combinação 
dos primers HT11G e AP03. 1 – banda casta específica de rainha. 2 – banda sexo 
específica. 3 – banda específica de um estágio de desenvolvimento (pupas) e 
diferencialmente expressa. 4 – banda casta específica de operária. BG – branco 
geral (sem RNA); B_ – branco das amostras (sem RT-MMLV); R – rainhas 
virgens; M – machos; S – soldados; O – operárias; PM – pupas de macho; PS – 
pupas de soldado; PO – pupas de operária. 

 

 

 

 

Fig. 4 – Gel de agarose 1.5% mostrando a qualidade das 14 bandas submetidas 
ao seqüenciamento. N- bandas não seqüenciadas. 

 

A busca por domínios conservados das 3 primeiras seqüências não 

apresentou nenhum domínio já descrito ou domínio funcional. BLASTN, BLASTX, 

TBLASTX e alinhamentos com peptídeos curtos (short, nearly exact matches) não 

apresentaram resultados significativos de homologia a qualquer seqüência 

conhecida e depositada no GenBank. 

A primeira seqüência (número de acesso DW183728) foi obtida pela 

combinação dos primers HT11G e AP01, sendo uma banda específica de rainha 
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virgem. A tradução da seqüência pelo programa Expasy, gerou um peptídeo de 

34 aminoácidos (aas) (frame 2, sentido 5’3’). A busca por domínios e famílias de 

proteínas, utilizando-se o Prosite, indicou a presença de um sítio de fosforilação 

por caseína kinase II (aa 1 a 4) e de um sítio de N-glicosilação (aa 20 a 23). 

A segunda seqüência (número de acesso DW183729) também foi obtida 

pela combinação dos primers HT11G e AP01, sendo uma banda específica de 

pupas de soldado e operária, podendo estar ligada à diferenciação de castas ou 

ao sexo, já que não foi observada em machos. Resultados mais conclusivos não 

puderam ser obtidos, pois não se trabalhou com pupas de rainhas. A tradução da 

seqüência pelo programa Expasy, gerou dois peptídeos de 9 e 12 aas (frame 1 e 

frame 3, respectivamente, sentido 5’3’). O programa Prosite indicou a presença de 

um sítio de fosforilação por caseína kinase II (aa 2 a 5) no peptídeo de 12 aa. O 

programa não detectou nenhum sítio ou domínio para o peptídeo menor. 

A terceira seqüência (número de acesso DW183730), proveniente de uma 

banda observada apenas em pupas, foi obtida pela combinação dos primers 

HT11G e AP02. O produto da tradução foi um peptídeo de 36 aas (frame 2, 

sentido 5’3’). A busca por domínios e famílias de proteínas, verificou a presença 

de um sítio de N-glicosilação (aa 11 a 14), de um sítio de fosforilação pela 

proteína kinase C (aa 13 a 15), de um sítio de fosforilação pela proteína caseína 

kinase II (aa 13 a 16) e de um sinal alvo de microcorpos C-terminal (aa 34 a 36). 

Microcorpos são uma classe de organelas pequenas e de membrana única, à 

qual pertencem peroxissomos, glioxissomos e glicossomos. Suas proteínas são 

sintetizadas em polissomos livres e importadas para a organela após a tradução, 

geralmente, não necessitando da clivagem da pré-seqüência (Prosite). 

A maioria das seqüências não apresentou similaridade com nenhuma 

seqüência depositada no GenBank. Até o momento, estão depositadas em torno 

de 450 seqüências de Camponotus (Entrez, NCBI) referentes a citocromo, 

microsatélites, rRNA, abdominal-A, genes de bactérias endossimbiontes, entre 

outros. 

Goodisman et al. (2005) construíram duas bibliotecas de cDNA para C. 

festinatus e não encontraram similaridade em 40% de suas seqüências. Como 

sugerido pelos mesmos autores, isso pode estar relacionado ao fato de serem 

seqüências relativamente curtas ou ricas em AT, o que indica regiões truncadas 
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ou não codificantes, como as regiões 3’ não traduzidas (3’-UTRs). Analisando-se 

as seqüências obtidas no presente estudo, é possível verificar que variam de 190 

a 388 pares de base (pb), com conteúdo de A+T variando entre 58.51% e 

73.68%, inclusive com presença de cauda poliA. Essas regiões evoluem 

relativamente rápido devido à falta de confinamento funcional e, por isso, o 

alinhamento com seqüências existentes do GenBank é dificultado (Li 1997). 

Lobo et al. (2003) seqüenciaram 81 kb do DNA genômico de Apis mellifera, 

sendo que 13 transcritos preditos não apresentaram semelhança a nível de 

nucleotídeos ou aminoácidos, quando analisados por BLASTN e BLASTX. Os 

autores sugerem que tais diferenças, principalmente quando comparadas aos 

genomas de Drosophila e Anopheles, possam estar relacionadas com a evolução 

de traços únicos, como comportamento social e haplodiploidia. Eles ainda 

concluem que esta grande variação possa representar uma região genômica ou 

genes perdidos durante a evolução desses dípteros. 

Pode-se, ainda argumentar, que essas são seqüências ainda não 

estudadas em outras espécies e depositadas pela primeira vez num banco de 

dados público, ou que são seqüências específicas de C. vittatus, regulando 

processos biológicos restritos ao desenvolvimento e determinação de castas e 

sexo dessa formiga. 

A quarta seqüência (Fig. 5) foi obtida pela combinação dos primers HT11G 

e AP03, sendo uma banda específica de operária. O produto da tradução foi um 

peptídeo de 43 aas (frame 2, sentido 5’3’). A busca por domínios conservados 

indicou a presença de um domínio grol da família das chaperoninas. As análises 

de BLASTN, BLASTX, TBLASTX e alinhamentos com peptídeos curtos (short, 

nearly exact matches) também foram similares a chaperoninas ou heat shock 

proteins de vários organismos, com E value < 1e-4, atingindo 4e-48 para o 

BLASTN (Fig. 6). O Prosite mostrou a presença de um sítio de N-miristoilação (aa 

6 a 11), isto é, um apreciável número de proteínas são acetiladas pela adição 

covalente de miristato, um ácido graxo C14-saturado, ao resíduo N-terminal via 

uma ligação amida. 
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AGCTTTGCTCCAGGTAGGTACTATTTCTGCAAATTCTGATGAGACTGTAGGTAAATTAATTGCT

CAAGCTATGGAACAAGGTTGGGAAAGAAGGAGTGATTACTGTAGAAGAAGGATCTGGGTTAC

AAGATGAGTTAGATGTAGTTGAAGGAATGCAGTTTGATCGTGGGTATCTTTCTCCGTATTTTGT

TGAATA 

Fig. 5 – Seqüência do fragmento específico de operária de C. vittatus pela 
combinação dos primers HT11G e AP03. 

 

 

 

Fig. 6 –  BlastN da seqüência 4, mostrando a alta similaridade com chaperoninas 
de Candidatus Blochmannia. 
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A partir desses resultados, buscou-se similaridade no banco de dados de 

chaperoninas cpnDB (http://cpndb.cbr.nrc.ca), que contém 2000 arquivos, 

aproximadamente um terço dos quais apresentam dados da seqüência completa 

de genes cpn60. Os dois terços restantes contêm dados exclusivamente de 

seqüências “alvo universais” (regiões que provêm dados filogenéticos mais 

informativos e discriminantes do que a região 16S do rDNA) (Hill et al. 2004.). Foi 

possível constatar 87.76% de similaridade com Candidatus Blochmannia 

floridanus e alinhamentos significativos com 10 proteínas provenientes de 

diferentes organismos (E value = 1e-07). 

As chaperoninas são moléculas chaperonas presentes em praticamente 

todas as bactérias, alguns Archaea e plastos e mitocôndrias de eucariotos (Hill et 

al. 2004). Membros da família heat shock protein são moléculas chaperonas que 

impedem que polipeptídeos recém sintetizados agreguem-se, mediando seu 

enovelamento para o estado nativo (Ellis 1994). Tais proteínas são altamente 

conservadas e sintetizadas em resposta a exposição a temperaturas elevadas 

(Lindquist 1986, Peterson e Mitchell 1985). Um termo mais acurado seria 

proteínas induzidas pelo estresse, pois são também produzidas em resposta a 

uma variedade de condições de estresse metabólico e ambiental (Barettino et al. 

1988, Tatem e Stollar 1989). A natureza universal dos genes das chaperoninas é 

útil para estudos filogenéticos e como alvo para detecção e identificação de 

organismos (Hill et al. 2004). 

Existe uma hipótese de que proteínas chaperonas são requeridas, e por 

isso, produzidas em grandes quantidades, para a sobrevivência de bactérias 

parasitas, bem como para associações simbióticas. Charles et al. (1997), em um 

estudo com Sitophilus oryzae e respectiva bactéria endossimbionte, apoiaram 

essa hipótese de que chaperoninas possam ter uma função fisiológica essencial 

na manutenção de tal associação. 

Bactérias endossimbiontes são comuns em várias ordens de insetos, 

estando envolvidas em interações desde mutualismo obrigatório a parasitismo 

reprodutivo. Candidatus Blochmannia é uma bactéria obrigatoriamente associada 

a Camponotus e gêneros relacionados. Provavelmente, esta associação é estável 

e antiga, já que a bactéria ocorre em todas as espécies do gênero, sendo 

transmitida maternalmente (Degnan et al. 2004). 
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Os dados obtidos através da bioinformática indicam que a quarta 

seqüência foi proveniente da bactéria endossimbionte Candidatus Blochmannia 

floridanus e não da formiga estudada. Como não foi feito nenhum tratamento, 

nem retirada de intestino (um dos órgãos habitados por tal bactéria) ou da gáster, 

é perfeitamente plausível que o mRNA foi obtido do organismo endossimbionte. A 

presença da banda somente em operária, ainda reforça tal hipótese. Em muitas 

dessas interações, o microorganismo parece estar envolvido em processos 

metabólicos, como suprimento com aminoácidos essenciais e vitaminas ou 

reciclagem do nitrogênio do ácido úrico para o organismo hospedeiro (Baumann 

et al. 1995, Cochran 1985, Douglas 1998, Heddi et al. 1999, Nogge 1982). As 

operárias são os indivíduos que desempenham o maior número de funções dentro 

da colônia, sendo responsáveis, inclusive, pela busca e distribuição do alimento 

para todos os demais membros. 

A confirmação de todas as bandas por northern blot ainda não foi realizada, 

porém pretende-se fazê-la o mais rápido possível. A construção de primers para 

continuação de estudos com tais ESTs, buscando-se a caracterização dos genes 

inteiros, também é de grande interesse, sendo um dos próximos objetos de 

pesquisas futuras. 
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O método de extração de RNA baseado em Chomczynski e Sacchi (1987) 

demonstrou ser o mais eficaz para C. vittatus, quando comparado com o método 

de extração por Trizol. 

 

A técnica DDRT-PCR foi eficiente para a detecção de genes 

diferencialmente expressos em casta, sexo e estágios de desenvolvimento de C. 

vittatus. 

 

A combinação de primers com oligo-dT HT11G foi a que apresentou os 

melhores resultados. 

 

As três seqüências obtidas para as quais não houve similaridade com 

seqüências depositadas em banco de dados, podem ser novas e, talvez, 

específicas de C. vittatus. 

 

A combinação dos primers HT11G e AP03 permitiu a amplificação de um 

transcrito da bactéria endossimbionte, cuja seqüência apresentou alta 

similaridade com proteínas da família das chaperoninas. 
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Anexo I 

Extração de RNA pelo método do Trizol 

 

Macerar o tecido em 1 mL de Trizol/ 100 mg de tecido; 

Vortexar. Deixar a 30ºC por 5 min; 

Adicionar 0,2 mL de clorofórmio/ mL de Trizol; 

Vortexar por 15 seg. Deixar a 30ºC por 2 min; 

Centrifugar por 15 min, a 12.000g, a 4ºC; 

Transferir a fase aquosa para tubo tipo eppendorf; 

Adicionar 0,5 mL de isopropanol/ mL de Trizol; 

Misturar e incubar em temperatura ambiente por 10 min; 

Centrifugar por 10 min, a 12.000g, a 4ºC; 

Lavar o pellet com 1 mL de etanol 75%/ mL de Trizol, centrifugando por 5 

min, a 7.500g, a 4ºC; 

Secar o pellet ao ar; 

Ressuspender o pellet em água tratada com DEPC. 
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Anexo II 

Extração de RNA pelo método de CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987), com 

algumas modificações. 

 

Colocar 800 µL de solução D em tubo tipo eppendorf de 2 mL; 

Macerar o material com ponteira; 

Adicionar 6,4 µL de β-mercaptoetanol; 

Agitar levemente e mergulhar em gelo; 

Adicionar 80 µL de acetato de sódio 2M, pH 4.0; 

Adicionar 800 µL de fenol saturado em água (pH = 4 a 5); 

Acrescentar 160 µL de clorofórmio: álcool isoamílico (49 : 1); 

Vortexar cuidadosamente a suspensão por 10 seg; 

Colocar em gelo por 15 minutos; 

Centrifugar por 15 min a 12000 g, 4ºC; 

Transferir 750 µL do sobrenadante para microtubo de 1,5 mL. 

Adicionar igual volume de isopropanol. 

Manter à -20ºC overnight (15 horas); 

Centrifugar por 15 min a 12000 g, 4ºC; 

Lavar o pellet com 800 µL de etanol 75%; 

Centrifugar por 5 min a 12000 g, 4ºC; 

Deixar o pellet secar a temperatura ambiente por no mínimo 15 min e no 

máximo 30 min (tubos invertidos em papel toalha); 

Ressuspender a amostra em 30 µL de água; 

Armazenar a -80ºC. 

 

OBS.: Para obtenção de uma mostra de RNA de qualidade, a água 

utilizada no preparo de todas as soluções (com exceção do FENOL) e na 

ressuspensão da amostra deve ser previamente tratada com DEPC. 

 

SOLUÇÃO D: 50g de tiocianato de guanidina 4M 

    3,52 mL de citrato de sódio 0,75M, pH 7 

    5,3 mL de sarcosil 10% 

    58,6 mL de água DEPC 
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FENOL TAMPONADO EM H2O: 50 mL de fenol liquefeito 

              50 mL de água 

 

 Colocar o fenol em banho-maria para facilitar a dissolução; 

 Agitar com a bailarina e deixar em repouso pelo mesmo tempo que 

agitou (± 20 min) para separar as 2 fases; 

 Trocar a água umas 3 vezes e medir o pH com a fita (pH 4). 

 OBS: trabalhar sempre na câmara de fluxo com muito cuidado, 

reagente altamente corrosivo. 

 



 38 

Anexo III 

Tratamento do RNA com DNase I 

 

Colocar em novo microtubo tipo eppendorf 10 µL de RNA; 

Acrescentar 2,2 µL de água tratada com DEPC; 

Colocar 1,5 µL do tampão da enzima (1/10 do volume final); 

Adicionar 0,3 µL de RNAsin; 

Colocar 1 µL de DNAse (1/10 do volume de RNA); 

Deixar em banho-maria por 15 min, a 37ºC. 

Deixar em banho-maria por 15 min, a 65ºC. 
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Anexo IV 

Visualização de RNA em gel de agarose 1% 

 

Colocar em um microtubo tipo eppendorf 2 µL de load; 

Adicionar 2 µL de formamida; 

Acrescentar 3 µL de RNA; 

Aplicar no gel. 

Tampão da cuba: TBE 0,5X 

 

GEL DE AGAROSE 1%: 1 g de agarose 

           100 mL de TBE 0,5 X 

           1,5 µL de Brometo de etídio 

 

TBE 5X: 54 g de Tris 

     27,5 g de Ácido Bórico 

     20 mL de EDTA (0,5M pH 8) 

    volume total de 1L 

 

EDTA 0,5M: 18,61 g de EDTA 

           100 mL de água destilada 

            2 g de NaOH 
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Anexo V 

Coloração de gel de poliacrilamida por AgNO3 

 

Fixar o gel em solução de ácido acético glacial a 10% por no mínimo 30 

min; 

Lavar 2 vezes com água destilada por 2 min; 

Emergir em solução 0,012M de nitrato de prata (200mg/100mL de água) e 

0,056% de formalina (150µl de formaldeído/100mL), por 20 min, no escuro; 

Lavar 2 vezes por 30 seg em água destilada; 

Revelar com solução gelada 0,28M de carbonato de sódio anidro 

(3g/100ml), 0,056% de formalina (150µl de formaldeído/100mL) e 4µM de 

tiossulfato (20µl de tiossulfato – 10mg/100mL) até a imagem ser alcançada; 

Adicionar o formaldeído e o tiossulfato imediatamente antes do uso; 

A revelação é parada com ácido acético glacial 10%. 
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Anexo VI 

Reamplificação de bandas de cDNA diferencialmente expressas 

 

Recortar do gel de poliacrilamida as bandas de interesse, usando alfinetes 

autoclavados, e colocar em um microtubo tipo eppendorf; 

Macerar as bandas com auxílio de uma ponteira nova autoclavada; 

Adicionar 100 µL de água, ferver por 15 min; 

Centrifugar por 3 min, a 14.000 rpm, 4ºC e coletar o sobrenadante; 

Adicionar 5 µL de glicogênio (20 mg/mL), 10 µL de acetato de amônio 3M 

(pH 5,2) e 450 µL de etanol 100% gelado; 

Deixar a -20ºC overnight; 

Centrifugar por 20 min, a 14.000 rpm, 4ºC; 

Lavar o pellet com 500 µL de etanol 85% gelado, centrifugar por 7 min, a 

14.000 rpm, 4ºC; 

Secar o pellet ao ar; 

Dissolver o pellet em 10 µL de H2O. 
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Anexo VII 

Eluição de bandas de gel de agarose 

 

Recortar do gel de agarose as bandas de interesse, utilizando estilete 

limpo, e guardar em microtubos tipo eppendorf; 

Fazer 3 furos pequenos no microtubo de 0.5 mL. Colocar algodão de vidro 

no fundo; Colocar essa “coluna” em um tubo de 1.5 mL. 

Acrescentar as bandas recortadas; 

Centrifugar por no mínimo 5 min, a 5.000 rpm; 

Acrescentar 1/10 do volume de acetato de amônio 7.5M ou  acetato de 

sódio 3.5M, ao centrifugado. 

Adicionar 2 volumes de etanol 100% gelado; 

Colocar 10 µL de glicogênio 10 mg/mL; 

Deixar precipitando overnight; 

Centrifugar por 15 min, a 13.000 rpm, a 4ºC; 

Lavar o pellet com etanol 70% (± 200 µL) gelado; 

Centrifugar por 5 min, a 13.000 rpm, a 4ºC; 

Deixar o pellet secar; 

Ressuspender o pellet em 15 µL de água. 
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