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INTRODUÇÃO 

A espécie Hae111otobia irrü~n.i{Linnaeus, 1758), vulgannente conhecida como "mosca do chifre é originária da 
Europa, e foi introduzida na América do Sul através da Venezuela e Colômbia em 1937. No Brasil, constatou-se sua 
presença inicialmente no estado de Roraima entre 1977 e 19781

• Estudos relacionados a ocorrência, sazonalidade e 
controle da mosca do chifre vêem sendo realizados ao longo dos anos dentro da parasitologia veterinária. Entretanto, 
são incipientes os trabalhos relacionados à genética das populações e a variação gênica deste parasito, tanto no Brasil 
quanto nos demais países latino-americanos. O uso de técnicas utilizando DNA, são importantes ferramentas para a 
identificação de genes que promovem o comportamento fenotípico inerente à espécie, e também na análise genética 
das populações' . Vários procedimentos de extração de DNA têm sido descritos na literatura. O que se observa no 
entanto, é que protocolos padrões são utilizados com algumas modificações, visando resolver problemas referentes à 
espécie em estudo. Objetivando a obtenção de DNA celular através de espécimens de H. irritan.s, foram testados 
diferentes protocolos de extração, onde avaliou-se a eficiência destes em nos fornecer material a ser utilizado em 
futuros estudos envolvendo a técnica de Reação em Cadeia de Po!imerase. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Utilizou-se no presente estudo adultos de H. ínitons, conservados em potes de vidro contendo álcool 70% e 
mantidos a temperatura de congelamento. Para a obtenção de DNA genômico, 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 literaturir'·'· ',aqui denominados por protocolos!, II e IIL 
Protocolo 1: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade de 1,5 mi, 
e macerados com au.xílio de bastão de vidro em 16(411 solução contendo TRIS 100 mM, NaCl 60 mM, Sacarose 5% e 

EDTA 10 m1'1. Apôs este procedimento, foi adicionado 450µ1 de urna segunda solução contendo TRIS 300 mM, 
SDS 1,25%, Sacarose 5%, EDTA !OmM, por tubo. Os tubos foram agitados por inversão e mantidos em banho
maria a 65ºC por 30 minutos. Apôs a incubação, adicionou-se 150µ1 de acetato de potássio (3M, Ph 5,0) e as 

amostras novamente agitadas por inversão e colocadas por 20 IIJ.inutos a -20ºC, após este período, estas foram 
centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos, e o sobrenadante transferido para novo tubo de centrifuga e onde 
adicionou-se igual \'olume de isopropanol. Os tubos foram então agitados por inversão e mantidos por 5 minutos à 
temperatura ambiente. As amostras foram então centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante 
descartado. O pe//et de DNA foi lavado com 500µ1 de etanol 70% por tubo, e estes novamente centrifugados a 13000 

rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Apôs a extração, os pd!ets foram dessidratados em capela de 
flu.xo de continuo de oxigênio, a apôs completamente secos, os pe!!ets foram hidratados em 100µ1 de tampão TE 
(TRIS HC! 10 mM, EDTA 1 mM) e armazenado a -20ºC. 
Protocole II: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade de l ,5 mi, 
e macerados com au.xílio de bastão de vidro em 1 OOµJ de NaCl 100 mM, EDTA 100 mM, TRIS 100 mM e SDS 
0,5%. As amostras foram então incubadas em banho-maria a 55°C por 3 horas, onde apôs este periodo adicionou-so 
2µg de RNAase por tubo e estes permaneceram a 55ºC por 10 minutos. Foi então adicionado 100µ1 de clorofórn1io: 
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J cJ; álcool isoamílico (24: 1 ), e as amostras centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi então 
transferido para novo tubo de centrifuga contendo 200µ1 de clorofórmio: álcool isoamilico (24: 1) e novamente 
centrifugÔu-se as amostras por 5 minutos, sendo este procedimento repetido duas vezes. Os sobrenadantes obtidos 

após as centrifugações foram transferidos para novos tubos de centrifuga, onde adicionou-se 400µ1 de etanol 100% e 
as amostras centrifugadas por 20 minutos a 13000 rpm. Os pellets de DNA obtidos foram lavados em 500µ1 de 
etanol 70%, e centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Apôs a extração, os 
pe/lets foram secados em capela de fluxo de continuo de oxigênio, e apôs completamente seco, o DNA foi 
ressuspendido em 100µ1 de água estéril auto-davada e armazenado a -20ºC. 
Protocolo ID: Os espécimens foram colocados em tubos de polipropileno para centrifuga, com capacidade de 1,5 
mi. e macerados com au.xílio de bastão de vidro em 200µ1 de NaCI 100 mM, EDTA 100 mM, TRIS 100 mM e SDS 
0,5%, sendo também adicionado 4µg de proteinase K por tubo. As amostras foram incubadas em banho-maria a 55ºC 
por 3 horas, apôs este periodo adicionou-se 2µg de RNAase por tubo, e estes permaneceram a 37"C por 20 minutos. 
Foi adicionado as amostras 100µ1 de acetato de potássio, e estas permaneceram por !O minutos a 55ºC. Após este 

período, adicionou-se 100µ1 de clorofórmio: álcool isoamí!ico (24: 1 ), sendo as amostras centrifugadas a 13000 rpm 
por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi então transferido para novo tubo de centrifuga contendo 2001 1 de 
clorofórmio: álcool isoamilico (24: 1) seguindo-se nova centrifugação em igual velocidade por 5 minutos. O 
sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo de centrifuga, e adicionou-se etanol 100%, em volume 
correspondente a duas vezes o volume do sobrenadante obtido, as amostras foram novamente centrifugadas por 20 
minutos a 13000 rpm, para que se obtivesse a decantação do etanol. Os pel/ets de DNA obtidos foram lavados em 
500µ1 de etanol 70%, e centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Após a extração, 
os pelleís foram secados em capela de filL"'<O de continuo de oxigênio, após completamente seco, o DNA foi 
ressuspendido em 100 µl de água estéril auto-clavada e armazenado a -20ºC. A quantificação do DNA genômico 
obtido pelos diferentes protocolos foi fe ita utilizando-se espectrofotômetro de massa, que baseia-se na propriedade 
da molécula de DNA em absorver radiação Ultra-violeta ao comprimento de onda de 260 T)ID, e baseando-se nesta 
absorção é possível determinar a concentração de DNA em urna solução. 

RESULTADOS 
A partir dos protocolos testados, obteve-se a extração de DNA genômico apenas nos protocolos 1 e II, sendo que os 
melhores rendimentos, apôs a espectrofotometria, foram observados no protocolo I (figura 1). Tal resultado demostra 
que, no caso da espécie H irrilanf, a extração do DNA genômico através de acetato de potássio, sal utilizado para 
propiciar a precipitação protéica, em detrimento do uso de clorofórmio: álcool isoamílico (24: 1 ), se mostrou a opção 
mais adequada, já que nessas condições a proteína na presença do sal formou um precipitado visível, que pôde ser 
sedimentado por centrifugação. A adição de isopropanol permitiu a precipitação do DNA, que posteriormente foi 
hidratado em tampão TE, e quantificado ao comprimento de onda de 260 T)m. Baseando-se na absorbância obtida, 
calculou-se a concentração das amostras em ng/µl. 
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FIGURA 1: Quantificação do DNA genômico de H 
ir11bi11.r obtido pelos diferentes protocolos utilizando-se 
espectrofotômetro ao comprimento de onda de 260T}m. 
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