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- NOTA TECNICA -

RESUMO

A maioria das técnicas utilizadas nas analises moleculares
requerem DNA de boa qualidade, ndo fragmentado. Assim, especial
consideragdo deve ser dada a preservagdo das amostras. O objetivo
deste trabalho foi verificar o efeito do periodo de armazenamento em
etanol sobre a qualidade e quantidade de DNA extraido de formigas
cortadeiras. Foram utilizadas formigas da espécie Acromyrmex
heyeri (Forel, 1899) mantidas em etanol 75% a temperatura ambiente
por periodos de 1, 3, 5, 8 e 10 meses. Cada um destes periodos de
armazenamento representou um tratamento, sendo utilizado um grupo
de formigas ndo armazenadas, como controle. Os resultados
mostraram que foi possivel a extragdo de DNA nos diferentes periodos
testados, porém, com formigas frescas a quantidade de DNA obtida foi
maior. A degradagdo do DNA das formigas armazenadas em etanol ao
longo do tempo pode ser a explicagdo para essa diferenca de
quantidade. Quando o DNA foi submetido a amplificacdo por RAPD
observou-se que somente foi possivel a amplificacdo do DNA das
formigas armazenadas até 8 meses, periodo a partir do qual néo
houveram amplificagées.

Palavras-chave: Formiga cortadeira, Degradagdo do DNA, PCR
e RAPD.

ABSTRACT

Most of the molecular analysis techniques require DNA not
fragmented and with good quality. Therefore, a special attention should
be considered to samples conservation. This work evaluated the effect
of conservation period in ethanol on the quality and quantity of DNA
extracted from Acromyrmex heyeri. Treatments consisted of
preserving ant samples in ethanol solution (75%), for 1, 3, 5, 8 or 10
months at environmental temperature. Fresh ants were used as
control. Results showed that DNA can be successfully extracted from
ants preserved from 1 to 10 months, although fresh ants yielded the
highest amount of DNA. It is concluded that DNA can be degraded in
long time conservation in ethanol. However, DNA was amplified in all
treatments excepting for time longer than 8 months from which or no
amplified products of PCR were produced of degraded bands.
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Os métodos morfolégicos, tradicionalmente utilizados
para identificacdo de insetos, apresentam muitas limitagdes
em alguns grupos de insetos, tanto pela ambiguidade inerente
ao seu uso como pela dificuldade de serem aplicados em
alguns estadios de desenvolvimento do inseto. Isso tem
motivado a aplicagdo de técnicas baseadas no estudo de
marcadores genéticos, de utilizagdo mais dificil, porém mais
estaveis e objetivos (CENIS, 1994). Dentre esses métodos
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destaca-se o emprego da andlise de isoenzimas, através de
eletroforese, que vem sendo utilizado para diversas espécies,
desde o inicio dos anos 80.

Muitos trabalhos sobre sistematica de insetos ja foram
desenvolvidos empregando-se esta técnica. PAMILO et al.
(1978), analisou a variabilidade isoenzimatica em 15 espécies
de abelhas e vespas coletadas em diferentes localidades.

Pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) pode-
se analisar insetos mantidos em colegdes ou até mesmo
fésseis. PHILLIPS & SIMON (1995) ao desenvolverem a
técnica de extragdo de DNA de insetos mantidos intactos em
etanol ou em insetarios, por muitos anos, utilizaram PCR para
analise do DNA coletado.

A maioria das técnicas utilizadas nas analises
moleculares requer DNA de boa qualidade, ndo fragmentado.
Assim, especial consideragao deve ser dada a preservagao
das amostras. Muitas vezes, existe dificuldade para manter o
inseto vivo por longo periodo, surgindo a necessidade de
armazenar os individuos de maneira adequada para evitar
perdas de quantidade e qualidade do DNA (CARVALHO,
2000).

A preservagdo de insetos em etanol é uma pratica
padrdo, sendo as amostras preservadas em via seca a — 70°C
ou — 80°C ou etanol 70%, 95% ou 100% a temperatura
ambiente (CARVALHO & VIEIRA, 2001).

CARVALHO (2000) verificou que espécies de formigas
cortadeiras do género Afta armazenadas em etanol 95% a
temperatura ambiente, por periodos superiores a 210 dias,
apresentam DNA de baixa qualidade para analises RAPD,
podendo levar a resultados n&o confiaveis.

Nesse sentido, foi verificado o efeito do periodo de
armazenamento em alcool sobre a qualidade e quantidade de
DNA extraido. Foram utilizadas formigas da espécie
Acromyrmex heyeri mantidas em alcool 75% a temperatura
ambiente, armazenadas em etanol por periodos de 1, 3, 5,8 e
10 meses. Cada um destes periodos de armazenamento
representou um tratamento, sendo também utilizado um grupo
de formigas ndo armazenadas, como controle. Para
amplificagdo dos RAPDs utilizou-se o primer UBC 391 e o
protocolo proposto por OLERUP & ZETTERQUIST (1994).

A Figura 1A mostra o resultado da extracdo de DNA das
formigas nos diversos tratamentos. Observa-se que foi
possivel a extragdo de DNA nos diferentes periodos testados,
porém, com formigas frescas conseguiu-se maior quantidade
de DNA. Isto pode ser explicado pela degradagéo do DNA das
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formigas quando conservadas em etanol 75% ao longo do
tempo. CARVALHO & VIEIRA (2001) citam que a quantidade
de DNA integro em relagdo ao primer € um dos fatores
fundamentais para o sucesso da reacdo de PCR, uma vez que
podera ndo ocorrer amplificagdo se a sua quantidade for
excessivamente baixa ou alta. VANLERBERGHE-MASUTTI

(1994) verificou que nas espécies de insetos, as quantidades
de DNA utilizadas nas reagdes tem oscilado entre 10 e 50 ng.
CARVALHO (2000) verificou que para Atta sexdens
rubropilosa a quantidade 6tima de DNA para as reagdes de
RAPD estéa entre 19 e 30 ng.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA gendmico de Acromyrmex heyeri (A) e amplificagdo dos fragmentos por
RAPD com o primer UBC 391(B) obtido pelo protocolo proposto por OLERUP & ZETTERQUIST (1994), com
diferentes periodos de armazenamento, sendo Coluna 1- 1 ug de DNA lambda Hind lll; Colunas 2 e 3 — formigas
frescas; Colunas 4 e 5 — formigas armazenadas por 1 més; Colunas 6 e 7 — formigas armazenadas por 3 meses;
Colunas 8 e 9 — formigas armazenadas por 5 meses; Colunas 10 e 11 — formigas armazenadas por 8 meses e

Colunas 12 e 13 — formigas armazenadas por 10 meses.

Os resultados mostraram que somente foi possivel a
amplificagdo do DNA das formigas armazenadas até 8 meses.
A partir deste periodo ndo ha amplificagdo por PCR-RAPD
(Figura 1B).

Resultados semelhantes foram encontrados por
CARVALHO (2000), que observou que até 210 dias, o DNA
obtido de formigas do género Atfa armazenadas em alcool
95% a temperatura ambiente apresentou boa resolugdo de
bandas quando amplificado através da técnica RAPD, no
entanto, quando armazenadas por periodo de 360 dias
observou menor qualidade na amplificagdo de bandas.
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