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Determination of Optimal Conditions for PCR-RAPD Anaysesin Atta sexdens rubropilosa
Ford (Hymenoptera: Formicidag)

ABSTRACT —PCR-RAPD has been widely used for genetic analysisin severa organisms. However,
due to complex interactions among the components of the PCR reaction it is unlikely that a single
amplification condition can be suitablefor all situations. In order to determine the optimum conditions
for using PCR-RAPD in taxonomical analyses of the genus Atta, the following factors were tested:
concentrationsof MgCl,, DNA, BSA, cycling programs and methods of DNA extraction, using Fractional
Factorial Design and Central Composite Design. DNA extraction methods had littleinfluence on PCR-
RAPD reactions, while the cycling programs showed the largest effect. The MgCl, concentration was
lessimportant than the amount of DNA used in the reaction. Using cycling program P,, asignificant
improvement inthe number of DNA fragments was achieved when MgCl, concentration wasincreased
to 3.0 mM and the BSA and DNA concentrationswere reduced from 0.1% to 0.05% and from 2to 1 ng/
m, respectively. The optimum conditions for PCR-RAPD with A¢ta specimens obtained in this study
were: 25 m reaction with 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 3.0 mM MgCl,, 50 mM KCl, 100 mM of each
dNTPR, 0.2 mM of primer, 1.0 U of Tag polymerase, 25 ng template DNA (extracted by Cheung's
method) and BSA 0.05%, using the amplification program which consisted of 3 min at 94°C, 3 min at
35°C, followed by 40 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 36°C and 2 min at 72°C, and a5 m fina
extension at 72°C.

KEY WORDS: RAPD-PCR, optimization, DNA extraction, |eaf-cutting ants.

RESUMO - A técnica PCR-RAPD tem sido amplamente empregada em estudos genéticos de popu-
lagOes de vérios organismos. Entretanto, devido as interacGes entre os componentes da reacdo de
PCR é improvavel que uma Unica condicdo de amplificacdo possa ser adequada para todas as situ-
acOes. Com o objetivo de determinar as condi¢des 6timas para a utilizagdo da técnica PCR-RAPD
em analises taxondmicas do género Atta, foram analisados os fatores. concentragtes de MgCl.,
DNA, BSA, programas de temperaturas e métodos de extracdo de DNA, utilizando-se os delinea-
mentos Fatorial Fracionado e o Central Composto. Dentre os fatores avaliados, o método de extra-
¢80 de DNA teve pouca influéncia na reacdo, enquanto que o programa de temperatura apresentou
o maior efeito. Embora a concentracéo de MgCl, sgjaimportante para obtencéo de um padréo exato
de bandas, seu efeito foi menor do que a quantidade de DNA. Com o aumento da concentracéo de
MgCl, para 3,0 mM e com a diminuicéo da concentracéo de BSA de 0,1% para 0,05% e da quanti-
dade de DNA de 2 para 1 ng/m ocorreu um aumento significativo no nimero de fragmentos ampli-
ficados, sendo esse efeito observado com maior evidéncia no programa P,. As condigbes Gtimas
estabelecidas para as reagbes PCR-RAPD foram: 25 ni de solugdo contendo 10 mM Tris-HCI (pH
9,0), 50 mM KCI, 3,0 mM MgCl,, 100 mM decadadNTP, 0,2 mV de primer, 1,0 U de Taq polimerase,
25 ng DNA (extraido pelo método Cheung) e BSA 0,05%, utilizando-se o programa de amplifica-
¢80: 3 min. a94°C, 3 min. a 35°C, seguidos de 40 ciclosde 1 min. a94°C, 1 min. a36°C e 2 min. a
72°C, com extensdo final de 5 min. a 72°C.

PALAVRAS-CHAVE: RAPD-PCR, otimizacao, extracdo de DNA, formigasaliva.
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A técnica denominada PCR-RAPD (Reacédo da
Polimerase em Cadeia- Polimorfismo de DNA Amplificado
a0 Acaso), baseada naamplificacdo de DNA comum simples
primer de 10 nucleotideos, foi desenvolvidapor Williamset
al. (1990) para detectar polimorfismos genéticos. Os
fragmentos de DNA produzidos servem para discriminar
individuos, racas ou espécies, podendo assm ser empregados
em diversos estudos que utilizam marcadores genéticos
(Hardrys et al. 1992).

Entretanto, devido a um complexo de interacBes dos
componentes da reagdo de PCR e as diferentes finalidades
paraas quais essatécnicaé utilizada, um mesmo conjunto de
condicdes de amplificacdo ndo é adequado para todas as
situacdes e para diferentes espécies de insetos, havendo,
portanto, a necess dade de se estabel ecer a priori ascondigBes
Gtimas de reagéo.

Diversos trabalhos tém demonstrado o efeito das
concentragdes de magnésio, 7aq polimerase, primers, DNA,
deoxinucleotideos (ANTPs) e também dos parametros:
termociclador, programas de temperaturas (desnaturacao,
anelamento e extensdo), nimero de ciclos e método de
extracdo do DNA sobre a eficiéncia de amplificacdo de
fragmentos de DNA de plantas, bactérias, fungos e
nemat6ides em PCR-RAPD (Levi et al. 1993, Meunier &
Grimont, 1993, Wolff et al. 1993, Heet al. 1994, Liu& Berry,
1995, Boledaet al. 1996, Staub, 1996).

Parainvestigar ainfluénciade diversosfatores sobre uma
reacdo, basicamente dois métodos tém sido utilizados. O
maistradicional € aguele em que apenasum fator étestado a
cadaexperimento, sendo os demaisfatoresfixados e trocados
em sucessivos experimentos. O outro método, maisefetivo e
mais eficiente, consiste dos delineamentos experimentais
Fatorial Fracionado (DFF) e o Centra Composto (DCC)
propostos por Boleda et al. (1996). Esses delineamentos
permitem modificar diversosfatores acadavez, permitindo
detectar ainteracdo entre varios parametros. Mesmo que o
nimero de variaveis seja alto, pode-se obter resposta
individual para cada fator, com um ndmero limitado de
experimentos.

Este trabalho teve por objetivo determinar as condicbes
Gtimas paraa utilizagdo datécnica PCR-RAPD em andlises
taxondmicas das espécies do género Asta, atravésdaavaiacéo
de algunsdos pardmetros com maior influéncianaeficiéncia
dareac8o, utilizando-se osdelineamentos Fatorial Fracionado
(DFF) e o Centra Composto (DCC).

Material e Métodos

Como fonte de DNA, paraevitar possivel contaminacao
das amostras com DNA de ovos ou larvas de parasitoides,
utilizou-se somente a cabeca de operaria méaxima (soldado)
de Atta sexdens rubropilosa Forel, coletadas em um Unico
sauveiro, no municipio de Assis-SP. As formigas foram
conservadas em etanol 95% atemperaturaambiente durante
15 dias, sendo as cabecas destacadas e secas avéacuo durante
20 min. antes da extragdo do DNA. Para cada método de
extracdo, dez cabegas foram trituradasindividual mente com
pistilo pléstico descartavel usando-se homogeneizador
el étrico, em tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, contendo o
tamp&o de extracdo de cada método.
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Métodos de Extracido de DNA. Foram comparados quatro
métodos de extragdo de DNA conforme abaixo descritos:

Método Doyle & Doyle — modificado. Trata-se de um
protocolo similar ao descrito por Doyle & Doyle (1990), com
algumas modificagdes. Resumidamente, as cabecas foram
trituradas em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, contendo
300 m do tamp&o de extracdo [100 mM Tris-HCI (pH 8,0),
2% CTAB, 1,4 M NaCl e 20 mM EDTA]. Ap6s 30 min. de
incubacdo a 65°C, o material foi centrifugado por 10 min.
(10000 g) e o sobrenadante transferido para um novo tubo,
adicionando-se igual volume de cloroférmio: éalcool
isoamilico (24:1). Ap6s homogenei zacdo e centrifugacéo, a
fase superior foi transferida paraum novo tubo e adicionado
250 m deisopropanol gelado, seguido de novacentrifugacdo
paraaprecipitacdo do DNA. O DNA foi lavado com 1,0 ml
de etanol 70% gel ado e dei xado secar atemperaturaambiente.
O DNA foi ressuspendido em 50 m de tampéo TE {10 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA} earmazenado a-20°C.

Método Cheung — modificado. Foi utilizado um protocolo
similar ao descrito por Cheung et al. (1993), com pegquenas
modificagBes. As cabegas foram trituradas em tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml, contendo 200 ni do tamp&o de
extracdo [200 mM Tris-HCI (pH 8,0) 2 M NaCl e 70 mM
EDTA]. Em seguida, adicionaram-se 50 de sarcosyl 5% e
a solucdo foi homogeneizada novamente. Ap6s 30 min. de
incubagdo a65°C, o material foi centrifugado durante 15 min.
(10000 g) e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
O DNA foi precipitado com aadi¢éo de 110 m de acetato de
aménia 10 M e 250 ml de isopropanol gelado. Apods
centrifugagdo, o precipitado foi lavado duas vezes com 300
m de etanol 70% gelado e deixado secar a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido em 50m detamp&o TE
{10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA} com RNase (10
ng/ml) e armazenado a-20°C.

Método Walsh. Este protocolo foi descrito por Walsh et al.
(1991). As cabegas dosinsetos foram trituradas em tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml, contendo 700 ni de solugéo de
Chelex 5% (Bio-Rad) eincubadasinicia mentea56°C durante
30 min. e posteriormente a 100°C durante 5 min. Em seguida
o material foi centrifugado durante 30 s (10000 g) e
armazenado a-20°C.

Método Yu — modificado. Trata-se de um protocolo similar
ao descrito por Yu et al. (1993). As cabecas foram
homogeneizadas em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml,
contendo 300 ml do tamp&o de extracéo [200 MM Tris-HCl
(pH 8,0), 0,5% SDS, 250 mM NaCl, 50 mM EDTA e 100
ng/ml Proteinase K]. Apds 30 min. de incubagdo a 65°C, o
material foi centrifugado durante 10 min. (10000 g) e o
sobrenadante transferido para um novo tubo, adicionando-
se igua volume de cloroformio: dcool isoamilico (24:1).
Apbs homogeneizagdo e centrifugacdo para separacdo das
fases, a fase superior foi transferida para um novo tubo. O
DNA foi precipitado através da adicdo de 250 m de
isopropanol gelado, seguido de novacentrifugacdo durante
15 min. Ap6s descarte do sobrenadante, o precipitado foi
lavado com 1,0 ml de etanol 70% gelado e deixado secar a
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temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 50 i
detampdo TE {10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA} e
armazenado a-20°C.

A quantidade de DNA obtida em cada amostra nos
diferentes métodos de extracdo foi determinada por
fluorimetria (DyNA Quant 200, Hoefer Instruments), com o
corante Hoechst 33258.

A qualidade do DNA foi determinada por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8%. A corridafoi redlizada
em 0,5X TBE (Tris-borato-EDTA) a5 V/cm, corando-se o
gdl em solucdo de brometo de etidio 0,5 pg/ml. O gel foi
fotografado sob luz UV com filme Polaroid. Asfotos foram
analisadas usando-se densitdmetro (Bio-Rad, mod. 620) e,
apos o0 gjuste para a fluorescéncia do gel, a integral da
varredurafoi calculadaparatrésinterval os de peso molecular:
39,4 kb, <9,4kb>23kbef 2,3kb.

Para verificar o efeito do método de extragdo na
reproducibilidade do perfil de bandas, o DNA extraido por
meio dos melhores métodos foi utilizado em PCR-RAPD
com o primer OPA-03 (Operon Tech.). As reagBes foram
conduzidas em um volume de 25 ni, contendo 40 ng de DNA,
100 nM de cadadNTPR, 0,2 nM de primer, 2 mM MgCl, e
1,0 U de Tag polimerase, 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM.
KCl As amplificagBes foram realizadas no termociclador
PTC-100™ (MJ Research, Inc.), programado paraum ciclo
de2min. a94°C, 1 min. a36°C e2 min. a72°C, seguido de
40 ciclosde1 min. a94°C, 1 min.a36°Ce2min.a72°C,
com extensdo final de 5 min. a 72°C. Os produtos das
amplificages do DNA foram analisados em gel de agarose
a 1,5%, corado com brometo de etidio a 0,5 pg/ml e
fotografado sob luz UV com filme Polaroid. Osdois melhores
métodos de extracdo foram selecionados para os
experimentos de determinacg@o dos fatores de maior
significancia para a eficiéncia dareacdo de PCR-RAPD.

Determinacao de Fatores com Maior Influéncia em PCR-
RAPD. Para se determinar quais os fatores com maior
influéncia na reacdo de PCR-RAPD utilizou-se o
Delineamento Fatorial Fracionado (DFF) (Tabela 1), de
acordo com Boleda et al. (1996), avaliando-se as seguintes
varidveis em dois niveis: 1) método de extracdo de DNA
[Cheunge Yu]; 2) quantidade de DNA [25 ng e 50 ng]; 3)
concentracdo de MgCl, [1,5 e3,0 mM]; 4) concentragéo de
albumina de soro bovino (BSA) [0,05 e 0,1%]; e 5)
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programas de amplificacao [P,: 2 min. a94°C, seguido de 40
ciclosde 1 min. a94°C, 1 min. a36°C e2 min. a72°C, com
extensdo final de 5 min. a72; P,: 3 min. a94°C, 3 min. a
35°C, 2 min. a72°C, seguidos de 40 ciclosde 1 min. a94°C,
1 min. a36°C e 2 min. a72°C, com extensdo final de’5 min.
a72°C.

Nas reagtes de PCR-RAPD foram utilizados 25 m de
solugdo, contendo 100 M de cadadNTR, 10 mM Tris-HCI
(pH 9,0), 50 mM KCI, 0,2 mM de primer, 1,0 U de Tag
polimerase. Foram utilizados os primers OPW-02, OPT-11,
OPA-02, OPC-18, OPA-04 e OPB-07 (Operon Tech.). Os
demais fatores da reacdo variaram conforme acima
especificado. Os produtos das reagdes foram observados em
gedl de agarose a1,5%, corado em brometo deetidio (0,5 pg/
ml) e fotografado com filme Polaroid. A intensidade das
bandas claramente visiveis e reproduziveis foi avaliada
através de notavisual cujaescalavariou de 0 a5, sendo que
o total acumulado das notas de cada experimento, obtido com
cadaum dosprimers, foi utilizado paraas andlises estatisticas
realizadas através do programa Statgraphics 5.0 (Graphic
Software System).

Otimizac¢ao dos Fatores com Maior Influéncia em PCR-
RAPD. Para otimizacdo dos dois fatores de maior impacto
nas reagdes de PCR-RAPD, utilizou-se o Delineamento
Central Composto (DCC), de acordo com Boleda et al.
(1996), conforme matriz apresentadana Tabela2. NasreagOes
de PCR-RAPD foram utilizados 25 m de solugéo, contendo
100 mM de cada dNTPR, 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM
KCI 0,2 mM do primer OPA-04 (Operon Tech.), BSA 0,05%
e 1,0 U de Taqg polimerase. Os produtos das reactes foram
observados em gel de agarose a 1,5%, corado em brometo
de etidio (0,5 pg/ml) e fotografado com filme Polaroid. A
intensidade das bandas foi determinada através de
densitometria, sendo asomatériadosvaloresdareflectancia
detodas as bandas de cada experimento multiplicadapor 100
1 e utilizada para as analises estatisticas realizadas através
do programa Statgraphics5.0.

Resultados e Discussao
Extra¢io de DNA. Asmaiores quantidades de DNA foram

obtidas pel os métodos Cheung, Walsh e Yu, que ndo diferiram
estatisticamente entre si, mas diferiram do método Doyle &

Tabela 1. Matriz do Delineamento Fatorial Fracionado (DFF) 262,

Fator
Experimento M eitt?s;age DNA (ng) MgCl, (mM) BSA (%) Programa
1 Cheung 25 15 01 P,
2 Cheung 25 30 0,05 P,
3 Cheung 50 15 0,05 P,
4 Chung 50 30 01 P,
5 Yu 25 15 0,05 P,
6 Yu 25 30 01 P,
7 Yu 50 15 01 P,
8 Yu 50 30 0,05 P,
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Tabela2. Matriz do Delineamento Central Composto (DCC).

Fator
Experimento Caodigo dos niveis Nivel real
DNA MgCl, DNA (ng) MgCl, (mM)
1 -1 -1 15 2
2 + 1 -1 35 2
3 -1 1 15 4
4 + 1 + 1 35 4
5 - 141 0 11 3
6 + 141 0 39 3
7 0 - 141 25 16
8 0 + 141 25 44
9 0 0 25 3
10 0 0 25 3
11 0 0 25 3
12 0 0 25 3

Doyle, que apresentou a extragdo de menores quantidades
de DNA (Tabela 3).

Embora existam variacdes nas concentracdes dos
componentes do tamp&o de extracao, adiferencabasicaentre
os métodos Doyle & Doyle, Cheung e Yu é quanto ao
detergente utilizado para a lise celular e precipitacdo de
proteinas. Enquanto nos métodos Cheung e Yu utiliza-se,
respectivamente, sarcosyl e SDS, pelo méodo Doyle & Doyle
utiliza-se o detergente cationico CTAB. A extragdo de
menores quantidades de DNA através do método Doyle &
Doyle, provavelmente foi devida a concentracdo de CTAB
utilizada no tamp&o, que pode ter sido inadequada para a
extragdo de DNA de cabegas de Arta. Waldschmidt ef al.

(1997), extraindo DNA de Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera: Apidae), observaram que quando a
concentragdo de CTAB foi reduzida de 2% para 1%,
mantendo-se constante os demais componentes do tampéo
de extragdo, o método tornou-seineficiente. O método Walsh,
apesar de ndo utilizar nenhum agente desnaturante, extraiu
quantidades de DNA semelhantes aos métodos Cheung e Yu.
Este método utiliza apenas uma solucéo a 5% daresina de
troca cationicaChelex, sendo que arupturadostecidosocorre
devido afervurado material.

Apesar detodos os métodos possibilitarem aextracéo de
DNA suficiente para preparar cerca de 60 a 140 reaces de
PCR-RAPD, tanto o DNA obtido por meio do método Doyle

Tabela3. Quantidade de DNA (mg) extraido/cabecade operariamaximadeA. sexdens rubropilosa, por meio de diferentes

métodos.
Método de extracdo
Amostra
Doyle & Doyle Cheung Walsh Yu
1 1,00 5,80 2,80 3,50
2 2,55 1,95 4,00 2,25
3 1,50 4,40 3,05 3,15
4 1,10 1,10 2,15 3,90
5 1,55 1,90 2,85 2,00
6 1,85 6,50 3,70 3,75
7 2,00 3,55 3,20 2,70
8 0,85 3,35 3,15 5,00
9 1,50 1,90 3,45 3,10
10 1,10 4,35 4,45 3,25
Média 1,50° 3,48% 3,28% 3,26%

Médias seguidas pelas mesmas letras na horizontal ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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& Doylecomo do método Wal sh apresentaram-se total mente
degradados (Fig. 1). Emboranestetrabalho o DNA extraido
pelo método Doyle & Doyle se encontrasse degradado, o
método tem sido amplamente empregado com sucesso por
diversos autores para a extragdo de DNA de espécimes de
Lepidoptera (Roehrdanz 1997, Deverno, et al. 1998),
Hymenoptera (Waldschmidt, ez al. 1997) e Diptera (Stevens
& Wall 1997). Em comparacdo com os métodos Cheung e

Figural. Integridade do DNA de 4. sexdens rubropilosa
extraido por meio de diferentes métodos. (M) marcador I/
HindlII; (1-2) método Yu; (3-4) método Doyle & Doyle; (5-
6) método Cheung; (7-8) método Walsh.

Yu, aconcentracdo de EDTA no tamp&o de extracdo utilizado
neste método € baixa (20 mM). Como esse componente é
incluido no tamp&o com o objetivo deinibir DNAses (Ferreira
& Grattapaglia 1996), a concentracdo empregada pode ter
sdoinsuficiente paraevitar adegradacéo do DNA. Damesma
forma, a degradacéo do DNA extraido pelo método Walsh,
provavelmente deve-se a baixa concentragdo utilizada de
Chelex. Apesar daadtaatividade quelante de ions de metais
polivalentes dessaresina, aconcentracdo utilizada pode ndo
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ter sido suficiente parainibir a agéo das nucleases devido a
grande quantidade de material utilizado no processo de
extracdo (cabega de operéria maior). DNA com qualidade
para andlises de PCR tem sido obtido somente de insetos de
tamanho pegueno das ordens Hemiptera (Hondaet al. 1998)
e Hymenoptera (Edwards & Hoy 1993, Vanlerberghe-Masutti
1994), ass m como também de outras pequenas amostrastais
como fungos, leveduras (Bernal et al. 1997), sémen, sangue
e cabelo (Walsh et al. 1991).

A qualidade do DNA extraido por meio dos métodos de
2 e 4 pode ser observada através dos dados apresentados na
Tabela 4. Observa-se que a porcentagem de DNA com peso
molecular 39,4 kb extraida pelo método Cheung (70,59%)
diferiu significativamente da extraida pelo método Yu
(59,67%). A reproducibilidade do PCR-RAPD utilizando
DNA extraido por meio desses protocolos (Fig. 2)
demonstrou que o padréo de bandas, considerando apenas
as claramente visiveis e reproduziveis, ndo foi afetado pelo

E
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i
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i EIRLLL

e

Figura 2. Reproducibilidade do padréo de bandas de PCR-
RAPD obtido com DNA extraido de diferentes espécimes
de A. sexdens rubropilosa, por meio de diferentes métodos e
amplificado com o primer OPB-03. (M) marcador 100 pb;
(1-5) método Cheung; (6-10) método Yu.

Tabela 4. Influéncia do método de extragdo sobre a qualidade do DNA extraido de cabegas de operaria maior de A.

sexdens rubropilosa.

Porcentagem de DNA
Método de extracdo
3.94kb <9,4kb>23kb £23kb
Cheun 1,00 b* 051b 0,22b
9 (70,60)° (24,20) (5,20)
i 0,88a 0,55b 0,36a
(59,67) (27,43) (12,90)

Dados transformados em arcoseno Ox/100.M édias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(P<0,05).
2 Dados originais em porcentagem de DNA.
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método de extracdo. Estes resultados demonstram que ambos
0s métodos sdo adequados para a extragdo de DNA para
andlises de PCR-RAPD. Entretanto, o custo das extracOes
guando se utilizao método Cheung éinferior ao custo com o
métodoYu.

Fatores com Maior Influéncia em PCR-RAPD. O fator
método de extracéo teve pouco efeito sobre o PCR-RAPD,
diferindo dos demais fatores. Apesar da pequena
importancia do método de extracdo sobre a amplificacéo
de fragmentos de DNA, o méodo Chung foi superior ao
método Yu, provavelmente devido a maior quantidade de
DNA de peso molecular acima de 9,4 kb extraida por este
protocolo (Tabela 5).

Tabelab. Efeito dos diferentes fatores sobre o padréo de
bandas obtidosem PCR-RAPD com DNA extraido da cabeca
de A. sexdens rubropilosa e amplificado com seis primers.

Nivel do
Fator fatorcom  Efeito’
> efeito
Método de Extracéo de DNA Cheung 0,825
Quantidade de DNA 25ng 1,975
Concentragdo de MgCl, 3,0 mM 1,225
Concentragdo de BSA 0,01% 1,475
Programa de amplificagdo P, 3.075

YInfluéncia do fator sobre a reproducibilidade do PCR-RAPD.
Quanto maior o valor absoluto, maior o beneficio do fator sobre
PCR-RAPD.

O programade temperaturafoi o que maisinfluenciou a
qualidade do padrdo de bandas, sendo que o programa P,
propiciou os melhores resultados. A maior diferenca entre
os programas P, e P, encontra-se no aumento dos periodos
de desnaturacdo, anelamento e extensdo no primeiro passo
do programa P,, antes de se iniciarem os 40 ciclos de
amplificagéo.

Observa-se também que, com o aumento da concentracéo
de MgCl, de 1,5 para 3,0 mM e com a diminuigdo da
concentracdo de BSA de 0,1% para0,05% e da concentracdo
de DNA de 2 ng/ml para 1 ng/ml, ocorreu um aumento
significativo no nimero defragmentosde DNA amplificados.
Em ambos os programas de temperatura, 0 nimero de
fragmentosde DNA amplificadosfoi maior quando se utilizou
3 mM de MgCl,, sendo esse efeito observado com maior
evidénciano programaP,. Emboraaconcentracéo de MgCl,,
sgjamuito importante paraobtencdo deum padréo de bandas
reproduzivel, sua importancia foi menor do que a
concentragcdo de DNA naamplitude utilizada neste trabalho
(Tabelab).

A adequacado da concentracdo de DNA é muito
importante, uma vez que seu excesso pode resultar ou na
falha completa da reacdo devido a alta concentracdo de
impurezas agregadas, ou a perfis el etroforéticos com arraste
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e bandas pouco definidas. Por outro lado, baixa
concentracéo do DNA resulta em amplificacdo erratica ou
ndo amplificac8o de certos fragmentos com perfis de
eletroforese ndo reproduziveis (Ferreira & Grattapaglia
1996).

Entre as concentragcOes de DNA avaliadas, ade 1 ng/ml
foi melhor do que a de 2 ng/ml. Outro fator de relativa
importéncia nareacéo de PCR-RAPD foi aadicéo de BSA.
Segundo Ferreira& Grattapaglia (1996), o BSA é utilizado
como estabilizador de atividades enziméticas contra a
desnaturacdo durante o armazenamento, dilui¢des ou reagtes
in vitro. A adicdo de BSA resulta em amplificagbes com
bandas mais intensas, em maior homogeneidade entre as
amostras e principal mente na eliminac&o de reacfes falhas.
Os melhores resultados foram obtidos com BSA a 0,05%.
Quando se utilizou BSA a 0,1%, ocorreu a formagéo de
“grumos’ de aspecto gelatinoso no interior da reagéo,
comprometendo sua qualidade. Resultados negativos
também foram obtidos por Liu & Berry (1995) quando
utilizaram a concentracéo de 0,18% de BSA na reacdo de
amplificacao de DNA de diferentes espécies de nematdides.

Os resultados aqui alcancados indicam que maior
eficiénciade amplificacdo dos fragmentos de DNA em Atta
€ obtida quando nas reacGes PCR-RAPD sdo utilizados os
seguintesfatores: método de extracdo Cheung, programade
amplificagéo P,, BSA 0,05%, 3,0 mM MgCl, e 1 ng/m de
DNA. Dessesfatores, aconcentragéo de MgCl, e aquantidade
de DNA foram selecionados para serem otimizados, devido
a sua reconhecida importancia nas amplificactes de PCR-
RAPD.

Otimiza¢ao da Concentracio de MgCl, e Quantidade de
DNA. A superficie de resposta, que descreve o
comportamento do sistemadentro dos par@metros estudados,
produto da equagdo PCR = 12,34 + (0,34 A) + (-1,30B) +
(-2,53 A% +(-1,78 B + (1,7A B), onde A = quantidade de
DNA e B = concentracdo de MgCl,, permitiu localizar a
regido 6tima a qual possibilita a melhor eficiéncia de
amplificagdo dos fragmentos do DNA, avaiada através da
intensidade das bandas medida por densitometria. (Fig. 3).
Nelaobserva-se que aconcentracdo de MgCl, deve estar entre
2,0e3,2mM eaquantidade 6timade DNA entre19e30ng
em uma reagéo de 25 mi. Resultados similares foram
reportados por Liu & Berry (1995) que concluiram ser de
3,5 mM de MgCl, a concentragéo 6tima para PCR-RAPD
com DNA de duas espécies de nematoides
entomopatogénicos.

Considerando que a eficiéncia da atividade da Tag
polimerase e o anelamento dos primers dependem da
concentracdo de MgCl,, a sua amplitude de variagéo deve
ser muito estreita, uma vez que concentracdes incorretas
podem resultar em baixa eficiéncia de amplificagdo ou na
producdo de produtos ndo especificos. Devido a sua
importéncia para areagéo de PCR-RAPD, o MgCl, deveria
ser otimizado para cada combinagdo espécie e primer,
separadamente (Wolff ef al. 1993). Napratica, aotimizacdo
do MgCl, paracada primer nem sempre éviavel quando um
ndmero de primers diferentes é utilizado com um ndmero
grande de diferentes amostras. O intervalo 6timo de
concentracéo de MgCl, entre 2,0 e 3,2 mM, encontrado neste
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33 43
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Figura3. Superficie de respostado padréo de PCR-RAPD em funcéo das concentragGes de MgCl, e quantidade de DNA.
As condicdes 6timas para PCR-RAPD encontram-se na&rea central dafigura.

trabalho, estd dentro do intervalo de 1,5 e 4,0 mM utilizado
pelamaioriados autores.

A quantidade de DNA em relacéo ao primer € um dos
fatores fundamentais para o sucesso dareacdo de PCR, uma
vez que poderanéo ocorrer amplificacdo se asuaquantidade
for excessivamente baixa ou ata. Consequentemente, para
reproducibilidade da reacdo de PCR-RAPD, a quantidade
de DNA devera ser definida e permanecer constante (Jutras
et al. 1995). Embora sgja conhecido que em vegetais a
quantidade 6timade DNA variagrandemente de espécie para
espécie: de 3 ng em Brassica sp. (Demeke et al. 1991) até
400 ng em tomate (Klein-Lankhorst et al. 1991), nas espécies
deinsetos as quantidades de DNA utilizadas nas reactestém
oscilado entre 10 e 50 ng (Vanlerberghe-Masutti 1994,
Stevens & Wall 1997, Margaritopouloset al. 1998, Edwards
& Hoy 1993). Os resultados aqui obtidos indicam que a
quantidade 6timade DNA deA. sexdens rubropilosa paraas
reacOes de PCR-RAPD esta entre 19 e 30 ng, o que é
compativel com as quantidades normal mente utilizadas para
outrosinsetos.
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