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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar quatro protocolos de
extracdo de DNA para formigas, verificando o efeito do periodo de
armazenamento em dlcool sobre a qualidade e quantidade de DNA
extraido. Foram utilizados quatro protocolos (I; II; Il e 1V) para
extracdo de DNA de Acromyrmex heyeri , armazenadas em alcool
75% a temperatura ambiente por um periodo de 0, 16, 32 e 64 meses.
A amplificacdo do DNA extraido nos quatro protocolos testados, foi
efetuada através da técnica de PCR. Os quatro protocolos testados
podem ser utilizados para extracdo de DNA de formigas néo
armazenadas em alcool, no entanto, para formigas armazenadas por
até 16 meses em éalcool, a extracdo foi possivel apenas pelos
protocolos | e IV. Ja a extracdo de DNA de formigas armazenadas por
um periodo igual ou superior a 32 meses ndo foi possivel. Os primers
utilizados (UBC 391 e UBC 396) amplificaram o DNA extraido em
todos protocolos para as formigas ndo armazenadas, ndo ocorrendo o
mesmo para formigas armazenadas. Observando-se o custo e rapidez
o melhor protocolo foi o protocolo I, no entanto, bandas mais
consistentes foram obtidas com DNA extraido pelo protocolo IlI.

Palavras-chave: Formiga cortadeira, DNA e PCR.

No Rio Grande do Sul as principais formigas cortadeiras
pertencem ao género Afta (salvas) e Acromyrmex
(quenquéns). Ambas cortam plantas e transportam os tecidos
vegetais para os formigueiros onde, em cémaras especiais,
séo utilizados como meio de cultura para cultivo de um fungo,
do qual se alimentam. Segundo GRUTZMACHER (2000)

Acromyrmex heyeri é a espécie mais freqliente na regido Sul
do Rio Grande do Sul. Esta espécie representa 31% do total
das formigas cortadeiras, ocorrendo principalmente em
pastagens nativas em 96% dos municipios, o que causa
grande prejuizo aos pecuaristas desta regiao.

Para a identificacdo das espécies de Afta sdo utilizados
individuos da casta dos soldados, 0 que torna o processo mais
facil. Em Acromyrmex essa casta ndo ocorre, sendo por isso
utilizado os maiores individuos encontrados o que pode gerar
davidas e confusdes (JUSTI JUNIOR et al., 1996). Presume-
se que estudos baseados em analises de DNA possam
auxiliar na identificacao.

Marcadores de DNA tém sido utilizados para estudos de
diversidade genética em varias espécies animais e vegetais
(WALDSCHMIDT, 1997), sendo que seu uso, tem
revolucionado e resolvido importantes problemas em espécies
pouco estudadas. A andlise com marcadores em espécies
pouco estudadas enfrenta barreiras no processo de extracéo
de DNA. Para se obter um DNA com qualidade, diferentes
protocolos precisam ser testados.

Nesse sentido foram testados quatro métodos de
extracdo de DNA de A. heyerivisando eleger o melhor método
de extracdo para essa espécie, considerando-se o efeito do
periodo de armazenamento das formigas em alcool sobre a
guantidade e a qualidade do material genético obtido, bem
como as questdes relativas ao custo, tempo para obtengdo do
DNA e agressividade ao meio ambiente.
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Foram utilizadas formigas da espécie A. heyeri coletadas
em quatro periodos diferentes e mantidas em alcool 75% a
temperatura ambiente. As formigas armazenadas foram
coletadas por técnicos da EMATER (Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural) e encontram-se armazenadas em
pequenos recipientes de vidro no Museu Entomolégico
“Ceslau Biezanko” da Universidade Federal de Pelotas. Os
periodos de armazenamento em alcool foram: 0 (formigas nédo
armazenadas), 16, 32 e 64 meses.

Para verificar a possibilidade da amplificagdo de
seqliéncias do DNA extraido nos quatro protocolos testados,
através da técnica de RAPD e dos quatro periodos de
armazenamento, foram testados 2 primers (UBC 391 e UBC
396) selecionados a partir de um teste preliminar, no qual
testou-se 20 primers.

Para cada um dos protocolos testados foram realizadas
oito extragbes correspondentes a quatro periodos de
armazenamento e duas repeticdes. Os protocolos utilizados
foram os seguintes:

Protocolo | (OLERUP & ZETTERQUIST, 1994): As
amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e
ressuspendidas em 500 pl de tamp&o de extragdo (Tris HCI 10
mM pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 10 mM pH 8,0; SDS 0,5%)
adicionada de proteinase K (20 pg/ml). Posteriormente as
amostras foram incubadas por duas horas a 37° C e
centrifugadas por 6 minutos a 14.000 g. Ao sobrenadante
foram adicionados 260 pl de TE, 240 ul de NaCl 5M e
centrifugado por 15 minutos a 14000 g. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo (500 pl) ao qual foi adicionado 2
vezes o volume em etanol e homogenizado, seguida de
centrifugac@o por 15 minutos a 14000 g. O precipitado foi
lavado com 200 pl de etanol 70% gelado, seguido de nova
centrifugacéo por cinco minutos a 14000 g e ressuspenséo do
precipitado em 50 pl de TE pH 8,0.

Protocolo Il (BELSHAW & QUICKE, 1997): Em um
eppendorff foram colocados 500 pl de solucdo de NaCl 5 M e
adicionados 0,5 pl de proteinase K (20 pg/ml). Em cada
eppendorff colocaram-se 5 formigas que foram lavadas em
alcool e maceradas com a solugdo. Permaneceram incubando
a 37 ° C por 18 horas. Retiraram-se o sobrenadante para outro
tubo e adicionaram-se 250 pl de acetato de sédio/etanol 76 %.
Centrifugaram-se por 10 minutos a 13000 g. Descartaram-se o
sobrenadante e adicionaram-se 50 pl de TE (PH 8,0).

Protocolo Il (SAGHAI-MAROOF, 1984): Consistiu na
maceragdo das amostras com nitrogénio liquido e posterior
extracdo com 375 pl CTAB 2% adicionado de 0,96% de (-
mercaptoetanol (v/v) aquecidos por 30 minutos a 65°C. Apobs
resfriadas as amostras receberam 187,5 pl de solucdo de
cloroférmio é&lcool-isoamilico (24:1) ficando sob agitacdo por
15 minutos e posteriormente centrifugadas a 4000 g. Ao
sobrenadante foi adicionado isopropanol na propor¢éo de 80%
(v/v) centrifugado a 13000 g por 5 minutos e desprezado o
sobrenadante. O DNA foi lavado por 20 minutos em 100 pl de
solugdo de acetato de sodio 0.2 M em etanol 76%;
centrifugado por 1 minuto a 13000 g, lavado com 100 pl de
solugdo de acetato de amobnia 10 mM em etanol 76%;

centrifugado por 2 minutos; o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 50 pl de TE pH 8.0.

Protocolo IV (SAMBROOK et al., 1989): As amostras
foram maceradas em nitrogénio liquido; adicionados 2,5 pl de
proteinase K (20 pg/ml) e 500 pl de solugéo (125 mM EDTA,
500 mM Tris pH 8.0 e 2,3 % SDS) e aquecido por uma hora a
37°C. Foi adicionado 1 volume de fenol; homogeneizado por
15 minutos e centrifugado a 12000 g por 5 minutos. Coletada a
fase aquosa, foi acrescentado o mesmo volume de fenol :
cloroférmio; homogeneizado por 15 minutos; centrifugado por
5 minutos a 12000 g; coletada a fase aquosa e repetidos
novamente o0s passos a partir do acréscimo de fenol
cloroférmio. O DNA foi precipitado pela adi¢do de 0.1 volumes
de acetato de sddio 3M (pH 5,2) e 2 volumes de etanol
absoluto e incubado a -20° C por 30 minutos. Apds a
incubagdo, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 12000
g, 0 sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi
ressuspendido em 50 pl de TE pH 8.0.

ApoOs as extragBes, o DNA gendmico obtido a partir de
todos os protocolos, foi analisado em eletroforese com gel de
agarose 1 %. O DNA foi colorido com brometo de etideo
(SAMBROOK et al. 1989).

Os quatro protocolos testados foram eficientes na
extracdo de DNA de A. heyeri ndo armazenadas. Somente foi
possivel a extracdo de DNA de formigas armazenadas em
alcool por um periodo de até 16 meses pelos protocolos
modificados de OLERUP & ZETTERQUIST, 1994 e
SAMBROOK et al., 1989. Ja a extracdo de DNA de formigas
armazenadas por periodo superior a 16 meses ndo foi
possivel, provavelmente em razdo da degradacgdo do material
gendmico ao longo da estocagem.

Na Figura 1 é apresentado o DNA amplificado pela
técnica de RAPD para os quatro protocolos testados,
utilizando-se os primers UBC 391 (A) e UBC 396 (B). Observa-
se que o DNA obtido com os quatro métodos com formigas
ndo armazenadas permitiu a amplificacdo, porém o DNA
extraido de formigas armazenadas por 16 meses ndo foi
possivel ser amplificado (colunas 4 e 5; 12 e 13).

Todos os protocolos apresentaram bandas de boa
qualidade quando se utilizaram formigas ndo armazenadas,
com pequena vantagem para o protocolo llI.

Considerando-se fatores como custo, rapidez,
praticidade e agressividade ao meio ambiente o melhor
protocolo de extracdo de DNA de A. heyeri foi o protocolo I,
que além de extrair boa quantidade de DNA, também teve
menor custo, com menor tempo de extragdo e menor
agressividade ao meio ambiente, em razdo de ndo conter
produtos tdo toxicos, como é o caso do fenol, utilizado no
protocolo IV.

Além disso, sugerimos que seja feito uma andlise com
periodos de armazenamento entre “0” e 16 meses, para se
conhecer o periodo exato de armazenamento, sem que ocorra
degradacao do DNA das formigas.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificagdo do DNA obtido nos diferentes métodos de extragéo,
utilizando-se os primers UBC 391 (A) e UBC 396 (B) Coluna 1- 1 ug de DNA lambda Hind Ill; Colunas2e 3,6 e 7,8¢
9, 10 e 11 — DNA de formigas ndo armazenadas em &lcool, obtidas pelos métodos I, Il, lll e IV, respectivamente.
Colunas 4 e 5, 12 e 13 — DNA de formigas obtidas pelos métodos | e IV (armazenadas por 16 meses em alcool).

ABSTRACT

The goal of this work was to compare four DNA extraction
protocols, verifying the effect of the storage period in alcohol on the
quality and quantity of extracted DNA. Four protocols were used (I; II;
Il and 1V) for DNA extraction of Acromyrmex heyeri , stored in alcohol
75% at room temperature. Ants were stored for 0, 16, 32 and 64
months. The quality of the DNA extracted in all four protocols was
verified through PCR. The four tested protocols may be used for ant
DNA extraction from fresh tissue. However, for ants stored for 16
months in alcohol, DNA was only obtained by the protocols | and IV.
DNA extraction of ants stored for 32 or more months was not possible.
For DNA quality control two primers were tested, UBC 391 and UBC
396, which amplified fragments using DNA extracted with all protocols
from fresh tissues. The same was not observed for stored ants.
Considering cost and speed protocol | was the best, however, more
consistent bands were observed in protocol lll.
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