OTIMIZACAO DE PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS DO GENERO Heterorhabditis
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Devido a expanséao do sistema de plantio direto, o nimero de pragas de solo tem aumentado significativamente.
Um dos métodos de controle utilizado é o quimico. A identificagdo de nematdides patogénicos (Neps) pode
representar o desenvolvimento de métodos alternativos de controle de pragas. Estes nematdides s&o capazes de
se deslocar em busca do inseto hospedeiro, e vivem em relagdo de mutuo beneficio com bactérias
entomopatogénicas, responsaveis pela rapida morte do inseto alvo. Com a limitada caracterizagdo morfolégica na
identificacdo de grupos de nematdides, utilizado-se ferramentas alternativas, como os métodos moleculares. Para
esse estudo necessita-se do DNA das espécies. No Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Trigo, utilizou-se o
protocolo para a extragdo de DNA, através do kit comercial “NucleoSpin® Tissue” (Macherey-Nagel). Entretanto,
este kit ndo é especifico para nematdides, nao foi possivel extrair DNA em quantidade suficiente para as analises
moleculares. Desta forma, foi necessario realizar diversos ajustes na metodologia para obter DNA na forma
satisfatoria. Com o objetivo de otimizar a metodologia de extracdo de DNA genémico para nematoides
entomopatogénicos, foram realizados ajustes a partir do protocolo proveniente do Kit comercial. A fim de se obter
a quantidade adequada de DNA gendmico para estudos moleculares foram utilizadas 30mg da amostra de
nematoides entomopatogénicos, no estadio juvenil infectivo, enquanto que no protocolo 5.1 é recomendado usar,
aproximadamente, 25mg por amostra. As amostras foram maceradas com micropistilos antes e depois do tampéo
“T1” que nado era descrito no protocolo. Para lisar as células de maneira mais eficiente, o material ficou em banho-
maria a 56 °C “overnight” ou por aproximadamente 16 horas, enquanto que no protocolo original recomenda-se
apenas 3 horas. O tratamento com RNAse na concentragao final de 200ug por 5 minutos é suficiente para
degradar o RNA, ao invés de 400ug durante o mesmo periodo, como descrito no protocolo original. Apds a
extracdo de DNA, as amostras foram quantificadas em gel de agarose 0,8 %, e comparadas com padrbes de
concentragdes moleculares conhecidas. Os ajustes de protocolos realizados deverao solucionar problemas
intrinsecos das espécies estudadas e a continuidade das atividades moleculares, intrinsecos da espécie analisada
proporcionando eficiéncia na utilizagao das técnicas moleculares que serao aplicadas.
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