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Introducao

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.

E. Smith, 1797), tem ampla distribuicao geografica, ocorre o
ano todo em varias culturas hospedeiras, como o milho (Zea
mays L.); o sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench); o algodao
(Gossypium herbaceum L.); a cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.); a soja (Glycine max (L.) Merril ) e as pastagens,
como Panicum maximum Jacq. Cv.Tanzania e capim
braquiéaria. Por ser uma praga polifaga é comum em diferentes
agrossistemas. Pogue (2002) listou mais de 100 espécies de
plantas consideradas hospedeiras dessa espécie-praga. No
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milho, essa é a principal praga, cujas perdas podem variar de
17 a 34%, dependendo da fase de infestagao na cultura. Além
disso, como esta espécie fica abrigada no cartucho da planta do
milho, o seu controle torna-se mais dificil e, consequentemente,
oneroso (BOREGAS et al., 2013).

Em estudos genético-moleculares, o componente mais critico
€ a obtencao de DNA de boa qualidade (SAHA et al., 1997).
Por ser a S. frugiperda uma praga de relevante importancia

e visando contribuir com os estudos que empregam técnicas
laboratoriais que necessitem da extracao de DNA, elaboramos
este documento com os resultados que obtivemos a partir de
testes de coleta e preservacao da lagarta e de extracao de seu
DNA genémico.

Inicialmente, avaliou-se a eficiéncia de preservacgao das
lagartas em diferentes estagios de desenvolvimento e em
duas concentragoes de etanol, 70% e 100% (v/v), por causa

da necessidade de se defasar no tempo a extragcao de DNA
quando se tem um grande numero de individuos ou em casos
especificos em que seja necessario o transporte por periodo
longo antes da extracao.

Um procedimento rapido, simples e robusto € um pré-requisito
importante para qualquer método de extracao de DNA e

suas aplicacoes subsequentes. A maioria dos protocolos
publicados para extracao de DNA de insetos sao procedimentos
baseados em SDS/proteinase K (HENRY et al., 1990; ALJANABI;
MARTINEZ, 1997; REINEKE et al., 1998; HILL; GUTIERREZ, 2003;
JUEN; TRAUGOTT, 2006), ou kits disponiveis comercialmente.
Entretanto, quando os insetos se alimentam de vegetais, a
presenca de compostos fendlicos compromete o isolamento de
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DNA de boa qualidade porque eles se ligam covalentemente
ao DNA extraido, inibindo as reacOes enzimaticas posteriores.
Compostos antioxidantes, como B-mercaptoetanol, polivinil-
pirrolidona (PVP) e albumina do soro bovino (BSA), sao
comumente utilizados para contornar esse problema (CLARK,
1997).

Altas concentracoes de -mercaptoetanol (2 a 5%) reduzem

a oxidacao de compostos fendlicos e o subsequente
escurecimento das preparagoes de DNA (HORNE et al., 2004;
PUCHOOA, 2004; LI et al., 2007). J&4 o PVP forma um complexo
com compostos fenolicos que se coprecipita com os debris
durante a lise celular (KIM et al., 1997), podendo ser eliminado
da preparacgao pois se acumula entre a fase aquosa e a organica
durante a desproteinizacdo (CALDERON-CORTES et al., 2010).
A adicao de BSA ao tampao de extracao apresenta muitos
beneficios. Além de ser um composto absorvente de polifenodis
(COUCH; FRITZ, 1990), ele previne a desnaturacao de proteinas
e liga-se a moléculas inibitorias que sao liberadas durante o
processo de extracao (SUL; KORBAN, 1996).

Neste trabalho empregou-se a metodologia de extracao de DNA
descrita por Rogers e Bendich (1988), com modificacoes. Dentre
estas se inclui aumento na concentracao de 3-mercaptoetanol,
além do acréscimo de PVP e BSA no tampao de extracao das
amostras.
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Metodologia

Teste de Preservacao das Lagartas

Foram testadas duas estratégias para preservacao dos insetos
buscando facilitar a coleta, o transporte e 0 armazenamento,

e assegurar a integridade do tecido para posterior extracao

do DNA. Lagartas em diferentes estagios de desenvolvimento
(Tabela 1) foram dispostas de cabeca para baixo em microtubo
de 2 mL, cujo volume foi preenchido com etanol absoluto ou
etanol 70% (v/v) (Figuras 1 A e B). As amostras foram mantidas
em geladeira a 4 °C e submetidas a trocas diarias do etanol,
durante trés dias consecutivos. Apods este periodo, as amostras
foram mantidas no etanol na mesma concentragao da solugao
de troca e armazenadas em freezer a -20 °C. Apos dez dias,

as amostras foram retiradas das solugdes de preservacao e
utilizadas as seguintes partes do inseto para extracao do DNA:
cabeca, corpo sem intestino ou o inseto inteiro, quando este
apresentava muito pouca biomassa que impedisse a retirada do
intestino (Figuras 2 A e B).
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Figura 1. Preservagéo de lagarta para extragdo de DNA. (A) Lagarta
com cabega posicionada para baixo sendo disposta em microtubo de 2
mL (B) Volume do tubo preenchido com a solugéo de etanol.

Figura 2. Seccionamento da lagarta. (A) Detalhamento da retirada da
cabeca, (B) Intestino e corpo, (C) lagarta pequena com pouca biomassa.




Preservacao de Amostras e Extracao de DNA de Spodoptera frugiperda

Tabela 1. Identificacao, biomassa e comprimento do inseto,
concentragcao da solugao de preservacao e parte do inseto
utilizada para extracao de DNA.

Inseto Biomassa

No.

02
03
05
07
09

10

1

12

13
14

15

16

23

24

25

(mg)

1,4
4,4
1,3
9,2
156,0

180,6
67,7
84,8

116,2
70,3

73,7

98,4

293,8
512,0

284,4

Compri-
mento
(cm)

0,4
0,6
0,4
0,8
2,0

2,0
1,5
1,5

2,0
1,5

1,5

2,0

2,7
2,7

2,7

Solucao de arma-

zenamento

Etanol 70% (v/v)
Etanol 70% (v/v)
Etanol Absoluto
Etanol Absoluto
Etanol 70% (v/v)

Etanol 70% (v/v)
Etanol 70% (v/v)
Etanol 70% (v/v)

Etanol Absoluto
Etanol Absoluto

Etanol Absoluto

Etanol Absoluto

Etanol 70% (v/v)
Etanol 70% (v/v)

Etanol Absoluto

Parte do inseto

corpo e cabecga
corpo e cabeca
corpo e cabeca
corpo e cabeca
cabeca

corpo sem
intestino

cabeca

corpo sem
intestino

cabeca
cabeca

corpo sem
intestino

corpo sem
intestino

corpo sem
intestino

cabeca

corpo sem
intestino
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Extracao de DNA e Otimizacoes

Para a execucao das analises, partiu-se do protocolo descrito
por Rogers e Bendich (1988), no qual foram implementadas
modifica¢des. Tais alteracdes basearam-se nas funcdoes de cada
um dos reagentes empregados no processo de extracao de
DNA. Os procedimentos foram realizados utilizando-se capela
de exaustao. Inicialmente as amostras foram transferidas

para microtubos de 1,5 mL, congeladas em nitrogénio liquido
e maceradas com auxilio de pistilo de ponta conica (Figuras

3 A e B). Posteriormente, foram adicionados 480 pL (corpo

sem intestino) ou 240 pL (insetos pequenos ou somente
cabeca) de tampao de extragao, contendo Tris-HCI 200 mM

(pH 8,0), EDTA 70 mM, NaCl 2 M, BSA 2% (p/v), PVP 2% (p/v) e
B-mercaptoetanol 5% (v/v). Em seguida, adicionaram-se 120 uL
(corpo sem intestino) ou 60 pL (insetos pequenos ou somente
cabeca) de CTAB 10% (p/v) e 5 uL de proteinase K 10 mg/mL,
incubando-se em banho-maria a 65 °C por 60 minutos.

Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 14.000
rpm durante 10 minutos, a fase aquosa foi recuperada,
transferida para outro microtubo e foram adicionados 500 pL
cloroférmio:octanol (24:1). Ap6s homogeneizacao branda por
inversao durante 5 minutos, as amostras foram centrifugadas
a 14.000 rpm por 10 minutos, sendo a fase aquosa transferida
para outro microtubo. A fase aquosa, foram adicionados

45% do volume de acetato de amdnio 10 M e igual volume

de isopropanol absoluto a -20 °C. Ap6s homogeneizacao, as
amostras permaneceram por duas horas a -20 °C e foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 300 pL de etanol
70% (v/v). Apds centrifugacao a 14.000 rpm por 5 minutos,

o residuo de etanol foi descartado e os precipitados foram
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secos em centrifuga a vacuo por 5 minutos. Posteriormente,
as amostras de insetos pequenos ou somente das cabecas
foram ressuspendidas em 30 pL de tampaoTE contendo RNAse
A (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1TmM, RNAse A 40 ug/mL; pH 8,0),
enguanto aquelas amostras utilizando o corpo sem intestino
foram ressuspendidas num volume de 100 uL. A quantidade e
qualidade das amostras foram verificadas em gel de agarose
0,8% (p/v) em tampao TAE 1X. Para isso, 5 uL de cada amostra
foram misturados com 1 uL solucao de GelRed diluida 1:1000.
As amostras foram submetidas a eletroforese a 80V por 30
minutos e visualizadas no fotodocumentador Gel Logic 200 (
Kodak, Rochester, USA) sob luz ultravioleta. As amostras de
DNA foram armazenadas a -20 °C.

Figura 3. Extracdo de DNA de S; ‘frugiperda. (A) Pistilo conico e
microtubo de 1,5 ml empregados na maceragao das amostras. (B)
Cabecga da lagarta ja macerada com nitrogénio liquido contendo o
tampao de extracao de DNA.
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Resultados e Discussao

Com relacao as solucoes de preservacgao, constatou-se a
inviabilidade da utilizacao da solucao de etanol 70% (v/v) por
causa da degradacao das amostras. As amostras em alcool
absoluto mantiveram-se bem preservadas, permitindo a
extracao de DNA de qualidade comparavel ao das amostras
vivas (Figuras 4, 5 e 6). As amostras 2, 10, 12 e 24 (Figura 4), 1
e 3 (Figura 5), 2 e 3 (Figura 6), preservadas em alcool 70% (v/v),
apresentaram degradacao do DNA.

A degradacao do DNA das amostras em etanol 70% (v/v)
ocorreu por causa da diluicao do etanol pela liberacao de agua
das lagartas (KONDIDIE, 2011). O etanol absoluto apresentou-se
como meio importante de preservacao, considerando as trés
trocas iniciais da solucao por trés dias consecutivos, evitando a
diluicao da solugao e posterior manutencao em freezer -20 °C.
Além disso, foram empregados insetos vivos, de forma que o
DNA nao fosse submetido a nenhum processo de degradacao
antes do inicio da preservacao em etanol. Nao houve diferenca
significativa tanto na quantidade quanto na qualidade do

DNA extraido de amostras frescas ou das preservadas em
etanol absoluto; o mesmo foi verificado por Clark et al. (2009).
Portanto, a preservagcao em etanol absoluto € importante antes
da degradacao do DNA, uma vez que durante o processo de
coleta e transporte ao laboratorio as lagartas podem morrer
(KONDIDIE, 2011). Resultados satisfatorios foram verificados
para todas as partes do inseto utilizadas na extracao de DNA.

O protocolo com modificagdes empregado na extragao de
DNA resultou na obtencao de DNA genémico de qualidade,
caracteristica importante, uma vez que, ao serem submetidos
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a técnica de PCR para amplificacao de SSR (microssatélites) de
S. frugiperda, foram obtidos padroes de eletroferograma sem
interferéncias e com alta resolucéo (Figura 7). E importante
que se tenha isolamento de DNA genémico de qualidade

para aplicagoes na biologia molecular, como em estudos de
diversidade.

MM 1 2 3 5 7 9 10 11 12 13 14 15 16 23 24 25

Figura 4. Perfil do DNA gendémico de amostras de S. frugiperda. A
amostra 1 refere-se ao DNA A (100 ng) e demais amostras conforme
Tabela 1.
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Figura 5. Perfil de  DNA gendmico de amostras de S.
frugiperda.

A — Padrao de DNA A (100 ng)

1- Cabeca da lagarta preservada em alcool 70% (v/v)

2- Cabeca da lagarta viva

3- Corpo (sem intestino) da lagarta em alcool 70% (v/v)
4- Corpo (sem intestino) da lagarta viva

5- Pernas do adulto preservadas em alcool 70%

6- Pernas do adulto vivo
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Figura 6. Perfil de amostras de DNA gendmico de
Spodoptera frugiperda.

MM- Marcador molecular de 1Kb

1 - Padrao de DNA A (100 ng)

2 -Cabeca da lagarta em etanol 70% (v/v)
3-Corpo (sem intestino) em etanol 70% (v/v)
4-Cabega da lagarta em etanol absoluto
5-Corpo (sem intestino) em etanol absoluto

6-DNA extraido da cabeca do inseto vivo.
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Figura 7. Eletroferograma obtido em ABI 3100 (Applied Byosystems) das
reagbes de SSR de S. frugiperda. O DNA empregado nas reagbes foi

extraido conforme protocolo descrito acima.

Conclusoes

A preservacao de amostras de lagartas S. frugiperda em etanol
absoluto, a partir de individuos vivos, com troca da solugao
em trés dias consecutivos e mantidas na mesma solucao por
até 10 dias em freezer a -20 °C, apresentou-se satisfatoria para
a posterior extracao de DNA. A qualidade do DNA obtida

por meio do protocolo com otimizacoes foi confirmada em
eletroforese em gel de agarose e também por meio da analise
de SSR de S. frugiperda, com resultados semelhantes aqueles
obtidos quando realizada a extracao do inseto vivo.
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