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INTRODUGAO

A espécie M tobia irritans(Li 1758), vulgarmente conhecida como "mosca do chifre é originria da
Europa, e foi introduzida na América do Sul através da Venezuela e Colombia em 1937. No Brasil, constatou-se sua
presenga inicialmente no estado de Roraima entre 1977 e 1978'. Estudos relacionados a ocorréncia, sazonalidade e
controle da mosca do chifre véem sendo realizados ao longo dos anos dentro da parasitologia veterinaria. Entretanto,
sfio incipientes os trabalhos relacionados 4 genética das populagSes e a variagio génica deste parasito, tanto no Brasil
quanto nos demais paises latino-americanos. O uso de técnicas utilizando DNA, sdo importantes ferramentas para a
identificagdo de genes que promovem o comportamento fenotipico inerente a espécie, e também na analise genética
das populagdes®. Varios procedimentos de extragdo de DNA tém sido descritos na literatura. O que se observa no
entanto, € que protocolos padrdes sdo utilizados com algumas modificagdes, visando resolver problemas referentes a
espécie em estudo. Objetivando a obtengdo de DNA celular através de espécimens de A, /rritans, foram testados
diferentes protocolos de extragdo, onde avaliou-se a eficiéncia destes em nos fomecer material a ser utilizado em
futuros estudos envolvendo a técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se no presente estudo adultos de A Z»izans, conservados em potes de vidro contendo dlcool 70% e
mantidos a temperatura de congelamento. Para a obten¢fo de DNA gendmico, os espécimens foram divididos em 15
amostras, cada qual contento cinco moscas. Os protocolos testados foram obtidos a partir de literatura pertinente,
seguindo técnicas descritas na literatura>* *, aqui denominados por protocolos I, IT e III.

Protocolo I: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade de 1,5 ml,
€ macerados com auxilio de bastdo de vidro em 160p! solugdo contendo TRIS 100 mM, NaCl 60 mM, Sacarose 5% e
EDTA 10 mM. Apds este procedimento, foi adicionado 450ul de uma segunda solugdo contendo TRIS 300 mM,
SDS 1,25%, Sacarose 5%, EDTA 10mM, por tubo. Os tubos foram agitados por inversfio e mantidos em banho-
maria a 65°C por 30 minutos. Apds a incubagdo, adicionou-se 150ul de acetato de potassio (3M, Ph 5,0) e as
amostras novamente agitadas por inversdo ¢ colocadas por 20 minutos a —20°C, ap6s este periodo, estas foram
centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos, e o sobrenadante transferido para novo tubo de centrifuga e onde
adicionou-se igual volume de isopropanol. Os tubos foram entdo agitados por inversdo e mantidos por 5 minutos &
temperatura ambiente. As amostras foram entio centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante
descartado. O pel/et de DNA foi lavado com 500l de etanol 70% por tubo, e estes novamente centrifugados a 13000
rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Apos a extragdo, os pellets foram dessidratados em capela de
fluxo de continuo de oxigénio, a apdés completamente secos, os pelless foram hidratados em 100u! de tampdo TE
(TRIS HCI 10 mM, EDTA 1 mM) e armazenado a -20°C.

Protocolo II: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade de 1,5 ml,
e macerados com auxilio de bastdo de vidro em 100pl de NaCl 100 mM, EDTA 100 mM, TRIS 100 mM e SDS
0,5%. As amostras foram entdo incubadas em banho-maria a 55°C por 3 horas, onde apés este periodo adicionou-se
2ug de RNAase por tubo e estes permaneceram a 55°C por 10 minutos. Foi entfio adicionado 100ul de cloroformio:
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alcool isoamilico (24:1), e as amostras centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo
transferido para novo tubo de centrifuga contendo 200ul de cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1) e novamente
centrifugou-se as amostras por 5 minutos, sendo este procedimento repetido duas vezes. Os sobrenadantes obtidos
apos as centrifugagdes foram transferidos para novos tubos de centrifuga, onde adicionou-se 400pul de etanol 100% e
as amostras centrifugadas por 20 minutos a 13000 rpm. Os pellers de DNA obtidos foram lavados em 500pl de
etanol 70%, e centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos, sendo o sobrenadante descartado, Apés a extragdo, os
pellets foram secados em capela de fluxo de continuo de oxigénio, e apds completamente seco, o DNA foi
ressuspendido em 100u! de dgua estéril auto-clavada e armazenado a —20°C.

Protocole ITI: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade de 1,5
ml, e macerados com auxilio de bastio de vidro em 200l de NaCl 100 mM, EDTA 100 mM, TRIS 100 mM e SDS
0,5%, sendo também adicionado 4j1g de proteinase K por tubo. As amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C
por 3 horas, apds este periodo adicionou-se 2ug de RNAase por tubo, e estes permaneceram a 37°C por 20 minutos.
Foi adicionado as amostras 100l de acetato de potassio, e estas permaneceram por 10 minutos a 55°C. Apos este
periodo, adicionou-se 100yl de cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1), sendo as amostras centrifugadas a 13000 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi entdo transferido para novo tubo de centrifuga contendo 2007 [ de
cloroformio: 4lcool isoamilico (24:1) seguindo-se nova centrifugagdo em igual velocidade por 5 minutos. O
sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo de centrifuga, e adicionou-se etanol 100%, em volume
correspendente a duas vezes o volume do sobrenadante obtido, as amostras foram novamente centrifugadas por 20
minutos a 13000 rpm, para que se obtivesse a decantagio do etanol. Os pe/ets de DNA obtidos foram lavados em
500pl de etanol 70%, e centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Apés a extragdo,
os pellets foram secados em capela de fluxo de continuo de oxigénio, apds completamente seco, o DNA foi
ressuspendido em 100 pl de dgua estéril auto-clavada e armazenado a —20°C. A quantificagdo do DNA gendémico
obtido pelos diferentes protocolos foi feita utilizando-se espectrofotdmetro de massa, que baseia-se na propriedade
da molécula de DNA em absorver radiagdo Ultra-violeta ao comprimento de onda de 260 nm, e baseando-se nesta
absorgdo ¢ possivel determinar a concentragio de DNA em uma solugéo.

RESULTADOS

A partir dos protocolos testados, obteve-se a extragido de DNA gendmico apenas nos protocolos I e II, sendo que os
melhores rendimentos, apds a espectrofotometria, foram observados no protocolo I (figura 1). Tal resultado demostra
que, no caso da espécie 4. irritans, a extragdio do DNA gendmico através de acetato de potassio, sal utilizado para
propiciar a precipitagdo protéica, em detrimento do uso de cloroformio: alcool isoamilico (24:1), se mostrou a opgao
mais adequada, ja que nessas condigBes a proteina na presenga do sal formou um precipitado visivel, que pode ser
sedimentado por centrifugagdo. A adigfo de isopropanol permitiu a precipitagio do DNA, que posteriormente foi
hidratado em tampdo TE, e quantificado ao comprimento de onda de 260 nm. Baseando-se na absorbéncia obtida,
calculou-se a concentragio das amostras em ng/pl
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