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Comparative Analysis of the Stability of DNA of Dalbulus maidis (DeLong & Wol cott)
(Hemiptera: Cicadellidae) Under Different Methods of Preservation for Use in RAPD-PCR

ABSTRACT- The appropriate preservation of the DNA of acertain organismisimportant for successful
application of molecular techniques like RAPD-PCR. This study was designed to compare simple
methods of preservation of specimensof Dalbulusmaidis(Delong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidag)
with respect to quantity and quality of DNA for use in RAPD-PCR, after different storage periods.
Eight methods weretested: freezing (-20°C); ethyl alcohol 70% (-20°C and room temperature); absolute
ethyl alcohol (-20°C and room temperature); air-dry; and preservation in extraction buffer (whole and
homogenized insect). At intervalsof 10to 30 days, insect DNA was extracted, quantified and amplified
through RAPD-PCR using primer OPA-04. Thequality of extracted DNA was observed on 0.8% agarose
gel. After 210 daysof preservation, freezing (-20°C) showed to bethe best method. Satisfactory quantities
of DNA were also obtained from insects conserved in absolute ethyl alcohol (-20°C), ethyl alcohol
70% (-20°C) and extraction buffer (whole and homogenized insect). Insects conserved in absolute
ethyl alcohol (room temperature), ethyl alcohol 70% (room temperature) and air-dry conditions were
inappropriate for RAPD-PCR studies after 120, 60 and 10 days of storage, respectively.

KEY WORDS: Insecta, corn leafhopper, molecular marker, DNA conservation, storage technique.

RESUMO - A preservacéo adequada do DNA de um determinado organismo é fundamental para o
sucesso no uso de técnicas moleculares como RAPD-PCR. O objetivo deste trabalho foi comparar
métodos simples de preservacdo de espécimes de Dalbulus maidis (Delong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae) quanto a quantidade e qualidade do DNA para uso em RAPD-PCR, apés periodos
sucessivos de armazenamento. Avaliaram-se oito métodos. congelamento (-20°C); dlcooal etilico 70%
(-20°C etemperaturaambiente); a cool etilico absoluto (-20°C etemperaturaambiente); secagem ao ar;
e preservacdo em tampéao de extracdo (inseto inteiro e macerado). A intervalos de 10-30 dias, 0o DNA
foi extraido, quantificado e amplificado via RAPD-PCR pelo oligonucleotideo OPA-04. A qualidade
do DNA extraido foi observada em gel de agarose 0,8%. ApGs 210 dias de armazenamento, 0
congelamento (-20°C) mostrou ser amel hor técnica. Quantidades satisfatérias de DNA também foram
obtidas dosinsetos conservados em d cool etilico absoluto (-20°C), acool etilico 70% (-20°C) etampéo
de extracdo (inseto inteiro e macerado). Insetos conservados em acool etilico absoluto (temperatura
ambiente), em acooal etilico 70% (temperatura ambiente) e secos ao ar mostraram-se improprios para
estudos com RAPD-PCR apds 120, 60 e 10 dias de armazenamento, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, cigarrinha-do-milho, marcador molecular, conservacdo de DNA, técnica

de armazenamento.

Técnicas moleculares tornaram-se ferramentas
importantes no estudo genético de populagBes naturais de
varios organismos. Entre elas esta a técnica de DNA
polimérfico amplificado ao acaso (“Random Amplified
Polymorphic DNA” - RAPD), desenvolvida de forma

independente por dois grupos de pesquisadores nos EUA
(Welsh & McClelland 1990, Willians et al. 1990). Embora
algumastécni cas baseadas nareacao dapolimeraseem cadeia
(“Polymerase Chain Reaction” - PCR) (Saiki et al. 1988)
produzam resultados satisfatérios utilizando-se DNA em
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pequenas quantidades e com a gum grau de degradaco (Reiss
et al. 1995), outras, como RAPD, exigem um DNA integro,
sendo que espécimes frescos constituem a melhor fonte de
material genético para esse tipo de estudo. E comum em
entomol ogia o intercadmbio de materiai s entre pesquisadores
e também a coleta de espécimes em regides distantes. No
entanto, amanutencgao de espécimes vivos até o momento do
processamento visando andlise genéticaéinvidvel namaioria
doscasos. Assim, torna-se necessario que estesinsetos sejam
mortos e convenientemente conservados até o momento de
sua manipulagdo em laboratdrio.

Alguns estudos tém sido realizados para determinar o
efeito de diferentes métodos de preservacdo naquantidade e
qualidade do DNA (Goelz et al. 1985, Smith et al. 1987,
Bramwell & Burns 1988); entretanto, a maioria deles foi
realizada com tecidos de vertebrados, sendo que osresultados
Nado Ao necessariamente aplicaveisainsetos (Post et al. 1993,
Logan 1999). Alguns métodos de preservacdo tém sido
testados para insetos, como solugcdo de Carnoy, silica gel,
etanol, metanol, propanol, etil acetato, etileno glicol,
formalina, secagem ao ar, amil acetato, xileno, congel amento,
acetona, tampao de extragdo, entre outros (Post et al. 1993,
Reis et al. 1995, Dillon et al. 1996, Austin & Dillon 1997,
Logan 1999), mas os resultados mostraram certas diferencas
dependendo do grupo de insetos ou mesmo do estadio de
desenvolvimento estudado, o que dificulta e torna
questiondvel umaextrapolacdo deresultados entre diferentes
grupos taxonémicos (Dillon et al. 1996).

O presente estudo teve por objetivo comparar alguns
métodos simples de preservacéo de espécimes dacigarrinha-
do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), visando
estudos de variabilidade genéticaem popul agBes desseinseto,
gque é um importante vetor de patdgenos associados ao
enfezamento do milho na América Latina. Avaliou-se a
eficiénciaquantitativa e qualitativa de preservacdo do DNA
dos espécimes por cada um dos métodos, apos sucessivos
periodos de armazenamento, bem como a performance das
amostras em relacdo a técnica de RAPD-PCR.

Material e Métodos

Osespécimesde D. maidis utilizados neste estudo foram
obtidos de uma colénia formada a partir de individuos
coletados em Piracicaba (SP) e mantida sobre plantulas de
milho, em laboratério, por mais de 15 geracBes. Todos 0s
espécimes foram avaliados previamente quanto a possivel
ocorrénciade parasitéides, através daobservacdo dapresenca
de manchas protuberantes de coloragdo negra ou vermelha
no abdome ou térax, ou de dilatagdo do abdome (Moya-
Raygoza & Trujillo-Arriaga 1993).

M étodos de Preservacdo. Oito métodos de preservacéo
foram utilizados neste estudo. Espécimesde D. maidisforam
coletados vivos, mortos com CO, e submetidos,
simultaneamente, a cada um dos seguintes métodos de
preservacdo: (A) congelamento em freezer (-20°C); (B) dcool
etilico 70% (temperatura ambiente); (C) alcool etilico 70%
(-20°C); (D) dcool etilico absoluto (temperatura ambiente);
(E) acooal etilico absoluto (-20°C); (F) insetos mantidos a
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seco em placa de Petri (temperatura ambiente); (G) insetos
inteiros mantidos individualmente em tubos de
microcentrifugacom 300 pl detampao de extragdo (200 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA e 1% SDS)
(temperatura ambiente); e (H) insetos macerados mantidos
i ndividual mente em tubos de microcentrifuga com 300 pl de
tamp&o de extragdo (temperaturaambiente). Nostratamentos
de (A) a(E), os insetos foram acondicionados em um tubo
de microcentrifuga.

Extracéo do DNA. A intervalos de tempo de 10 a 30 dias,
trés espécimes de D. maidis de cadaum dos oito métodos de
preservacdo foram retirados e submetidos aextracdo do DNA
gendmico total, seguindo-se o protocolo modificado de
Raeder & Broda (1985). Os espécimes foram colocados em
tubosde microcentrifuga (1,5 ml) e macerados manual mente
em presenca de 300 pl de tampéo de extragéo, utilizando-se
pistilos plasticos, cujaextremidade tinha o formato exato do
fundo dos tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. Apés
incubacdo a 65°C por 30 min, foram feitas trés extracbes
organicas com fenol, fenol:cloroférmio:acool isoamilico
(25:24:1) e cloroférmio:acool isoamilico (24:1). Nas trés
extracOes, acrescentou-se 300 pl de cada solvente,
centrifugou-se a 14.800 g por 10 min e recolheu-se o
sobrenadante. O DNA foi precipitado dafase aguosaao final
da extracdo, pela adicdo de igual volume de alcool
isopropilico e de NaCl para uma concentracdo fina de 0,3
M. As amostras foram mantidas em freezer (-20°C) por,
aproximadamente, 12h. A sedimentacéo foi feita por
centrifugacdo a14.800 g por 10 min. O DNA foi lavado com
acooal etilico 70%, seco ao ar, ressuspendido em 20 pl de
TE(10mM deTrise1lmM deEDTA; pH 8,0) e armazenado
em freezer (-20°C) até aquantificacdo. No caso dos métodos
de preservagéo que envolveram o uso de @ cool como fixador,
os espécimes foram submetidos a um pré-tratamento para
reidratacdo antes da extrag8o, que consistiu halavagem dos
espécimes em agua destilada por 5 min e em TE por,
aproximadamente, 1,5h sob agitacéo.

O DNA total de cada espécime foi quantificado pela
fluorescéncia de umaaiquotade 2 pl de DNA extraido apos
misturacom o pigmento Hoescht 33258 Dye (Cesarone et al.
1979), utilizando-se fluorimetro Versa Fluor (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA 94547, USA). Apéds a
quantificagdo, asamostrasde DNA foram diluidasem TE para
3 ng/pl. Quantidades muito pequenas de DNA nas amostras
(geramente <1 ng) ndo puderam ser medidas com precisio
pelo fluorimetro e ocasionalmente foram obtidas leituras
negativas. Nestes casos, a quantidade de DNA foi corrigida
parazero. Paraaobservacdo daintegridade do DNA extraido,
uma aliquota de 1 pl do DNA total das amostras (antes da
diluicao), foi misturadaab pl detampéo de corridaeanalisada
por eletroforese em tampéo 1X TBE (100 mM Tris; 83 mM
H,Bo,e 1 mM EDTA). A eletroforese foi conduzidaa 3,5 V/
cm por 1 h, em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio (1 pg/ml de gel) e fotografado sob luz U.V. com filme
branco e preto NeoPan asa 100 (Fuji Photo Film daAmazbnia
Ltda., Manaus, AM 69075-000, Brasil). Nesse gel, além de
amostrasde DNA referentesaostratamentos, foi incluidauma
amostra contendo DNA extraido de espécime fresco.
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Amplificago viaRAPD-PCR. NasreagesRAPD utilizou-se
o oligonucleotideo OPA-04 (5-AATCGGGCTG-3) (Operon
Technologies, Alameda, CA 94501, USA). A amplificacdofoi
realizadaem um volumefinal de20 pl, contendo 6 ngdeDNA,
4mM deMgCl,, 0,25mM dedNTP,0,3uM do oligonucleotideo
e 1 unidade de Tag DNA polimerase, adicionando-se ao final
30 pl de 6leo minerd. Como controlenegativofoi utilizadauma
amostra que continha todos os reagentes, exceto DNA de
cigarrinha, e como controle positivo utilizou-se DNA de
espécimefresco. Asreagdesforam redlizadasem termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA 02172, USA)
nas seguintes condigdes de amplificagdo: 92°C por 5 min (1
ciclo), 92°Cpor 40s,40°C por 1,5mine72°C por 2min (40ciclos)
e72°Cpor5min(1ciclo).

Ap6s a adicdo de 3 pl do tampéo de corrida, 20 pl das
amostras amplificadas foram aplicados em gel de agarose
1,4%, procedendo-se a el etrof orese em tamp&o 1X TBE por
3,5h. A eletroforese e a captura fotogréfica foram efetuadas
como descrito anteriormente. Realizou-se também acaptura
pelo sistema de documentagdo de gel “Eagle Eye I1”
(Stratagene, La Jolla, CA 92037, USA), paraestimativados
pesos moleculares doslocos amplificados. Foram realizadas
trés repeticdes para cada amplificagdo RAPD-PCR.

Analise dos Dados. Com os dados de quantidade de DNA
total de cadaespécime, paracadaumadas datas de extracso,
realizou-seandisedevariancia. Asmédiasforam comparadas
pelotestede Tukey (P< 0,05), atravésdo programa* Statistical
Analysis System” V. 6.08 (SAS Institute 1993). Devido a
heterogeneidade de variancia, os dados de cada data de
extracdo foram submetidos a um tipo de transformagéo que
melhor os gjustassem ao model o normal. Astransformagdes
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utilizadas em cada datade extragdo foram: log (x+1) paral,
20, 30, 40, 50, 60, 90, 100, 140 e 160 dias; (x+1)2 para80e210
dias; /51 para120 e 180 dias; J/x+1 para10 diase ¥,
para70 dias (SASInstitute 1993).

Resultados

Baseando-se nasleituras obtidas pelo fluorimetro (Tabelas
1 e2), o método de extracao utilizado neste estudo mostrou-
se eficiente para D. maidis, ja que as quantidades de DNA
obtidas foram suficientes para realizacdo de andlises por
RAPD-PCR.

A andlisedevariancia, seguidado teste de Tukey, mostrou
gue com um dia de armazenamento todos os tratamentos
forneceram quantidades semelhantes de DNA (Tabela 1). A
partir dos 10 dias, aquantidade de DNA extraido de materia
Seco ao ar mostrou-se estatisticamente inferior ados demais
métodos de preservacdo, ndo diferindo apenas de acool
etilico 70% e absoluto (temperaturaambiente) a partir dos 90
e 140 dias, respectivamente (Tabela 2). Os métodos de
congelamento, tampao de extragdo (inseto macerado einteiro),
acool etilico 70% e absoluto (ambos a -20°C) propiciaram
quantidadesde DNA cons stentemente superioresadosdemais
tratamentos a partir de 120 dias de armazenamento. Tais
métodos ndo diferiram estatisticamente entre s namaioriadas
datas de avaliacéo, havendo poucas excegdes. Por exemplo, 0
método de congelamento foi estatisticamente superior ao
tamp&o de extracdo (inseto inteiro) aos 60, 90 e 100 dias, a0
tampdo de extracdo (inseto macerado) aos 100 dias, eap acool
etilico absoluto (-20°C) aos 60 dias (Tabelas 1 e 2). Em gerdl,
0 congelamento dos insetos propiciou quantidades médias de
DNA numericamente maiores do queadosdemaismétodos, o

Tabela 1. Quantidades médias (+ desvio padréo da média) de DNA gendmico total (ng DNA/ul TE) extraidas por
espécime de D. maidis, apos periodos de armazenamento de 1 a 70 dias, sob diferentes métodos de preservagao.

Periodo de armazenamento (dias)

Método 1 10 20 30 40 50 60 70
Congelamento (-20°C) 76+5 a 71+16a 65+8 a 84+15ab 101+15a 57+23a 18+2la 90+ 20a
T. E. (ambiente)’ 54+9 a 58+5 a 79+9 a 38+15abc 79+25ab 456 a 95+16ab 76+25a
T. E. (ambiente)? 60+1la 56+20a 35+16ab 33+10abc 3l+1labc 49+15a 28+2 bc 308 a
Alcool absoluto (-20°C) 73+15a 39+4 a 60+x4 a 17+37a 72+18ab 80+17a 339 bc 50+1 a
Alcool 70% (-20°C) 78+7 a 39+5 a 52+3 a 95+33ab 43+7 abc 8l1+38a 79+35abc 44+4 a
Alcool absoluto (ambiente) 97+3 a 36+1lab 14+2 b 27+6 bc 20+6 bc 15+8 b 22+4 ¢ 12+3 b
Alcool 70% (ambiente) 68+8 a 24+6 ab 11+1 b 13+3 c 15+5 ¢ 8+x1 b 21+1 c 4+2 b
Seco a0 ar 110+25a 5%4 b 0 c 0 d 0 d 0 c 0 d 0 c
P 0,07967  0,00164  0,00001 0,00001 0,00001 0,00018 0,00001 0,00001
F 23 6,1 46,4 31,9 28,7 10,2 36,6 1296,5
Graus de liberdade 7el6 7el6 7el6 7el6 7el6 7el6 7el6 7el6

Dados originais devidamente transformados para a andlise. M édias seguidas de mesmaletrana coluna néo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P < 0,05).
! Tampéo de extracao (inseto macerado)
2 Tampéo de extracdo (inseto inteiro)
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Tabela2. Quantidades médias (+ desvio padréo damédia) de DNA genémicototal (ng DNA/uI TE) extraidas por espécime
de D. maidis, apds periodos de armazenamento de 80 a 210 dias, sob diferentes métodos de preservagao.

Periodo de armazenamento (dias)

Método 80 90 100 120 140 160 180 210
Congelamento (-20°C) 73+8 a 128+17 a 131%x1 a 94+18a 40+2 a 96+1la 100+15a 102+4 a
T. E. (ambiente)* 379 a 7315 a 28+3 bcd 67+15a 34+7 a 61+8 a 92+18a 64*3 a
T. E. (ambiente)® 34+3 a 239 bc 1916 cd 67+t16a 41+5 a 62+12a 535 a 37+5 a
Alcool absoluto (-20°C) 46+4 a 65+31 ab 59+17ab 59+3 a 44+3 a 68+13a 88+9 a 82+4 a
Alcool 70% (-20°C) 43+14a 66+3 a 49+4 abc 40+1 a 64+25a 59+19a 68+7 a 43+10a
Alcool absoluto (ambiente) 20+1 a 1323 ¢ 143 d 8+x1b 42 b 41 Db 42 Db 3x1 b
Alcool 70% (ambiente) 3x2 b 2+1 d 2%2 e 31l c 2+x2b 3%#2b 2+x1b 2%1b
Seco ao ar 0 c 0 d 0 e 0 c 0 b 0 b 0 b 0 b
P 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,00002 0,00001
F 2230,0 58,2 58,5 292,2 29,7 40,1 68,2 267,1
Graus de liberdade 7e16 7e16 7e16 7e16 7e16 7e16 7e16 7e16

Dados originais devidamente transformados para a andlise. M édias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P < 0,05).
! Tampdo de extracao (inseto macerado)
2 Tampao de extragdo (inseto inteiro)

gue ndo ocorreu apenas em quatro datas de extragéo (1, 20, 30
eb0dias).

Um exempl o representativo daqualidade do DNA extraido
pode ser observado na Fig. 1. Com um dia ap6s o inicio do
estudo, observou-se umaboa qualidade do DNA extraido em
todos os tratamentos (colunas 7-14). Entretanto, nenhuma
banda pdde ser visualizadano gel para os tratamentos &l cool
etilico 70% (colunas 16, 24 e 32) e dcooal etilico absoluto
(colunas 18, 26 e 34) sob temperatura ambiente, bem como
paraespécimes secosao ar (colunas 20, 28 e 36), apds 70, 120
e 210 dias, devido a baixa quantidade de DNA obtida ou a
degradacao total do &cido nucléico nesses tratamentos.

Com excegdo do tratamento em que os espécimes foram
conservados a seco, onde a partir dos 10 dias ndo foram
observados produtosde amplificagdo (Fig. 2B, 2C e2D, coluna
8), todos os tratamentos mostraram amplificag@o via RAPD-
PCR bastante satisfatoria e semelhantes a do DNA extraido
de espécime fresco (Fig. 2). Um nimero razodvel de locos
génicos foi amplificado de forma consistente, com pesos
moleculares estimados entre 200 e 2.600 pares de bases.

Discussdo

A técnica de RAPD-PCR ¢é uma importante ferramenta
naandlise daestruturae diversidade genéticaem popul agbes
naturais (Ferreira & Grattapaglia 1996). Diversos estudos
baseados em marcadores RAPD-PCR com populacBes de
insetos oriundos do campo tém sido realizados, como por
exemplo, andlise da diversidade genética entre e dentro de
populagdes do pulgéo Diuraphisnoxia (Mordivilko) (Puterka
et al. 1993), dentro de populagbes da cigarrinha Empoasca
fabae (Harris) (Skinner & Camacho 1995), entre as espécies

Myzus persicae (Sulzer) e Myzus nicotianae Blackman
(Margaritopoulos et al. 1998) e deteccdo de polimorfismo
genético em diversas espécies de pulgbes (Black et al. 1992).
Mas nem sempre é possivel obter material fresco paratais
estudos, como por exemplo quando se coleta materiais de
regides distantes (Reiss et al. 1995), ou mesmo quando a
andlise do material ndo pode ser realizada imediatamente.
M uitastécnicas de preservacdo comumente utilizadas podem
ndo conservar aintegridade do DNA, que é um ponto critico
em muitas técnicas de andlise genética.

Para ensaios RAPD-PCR utilizando-se D. maidis,
guantidades minimas de DNA, da ordem de 3 ng/pl, séo
suficientes para uma amplificacdo consistente (Oliveira et
al. dados n&o publicados). No entanto, sabendo que esses
ensal os requerem a utilizagéo de vérios oligonucleotideos e
computando-se as perdas durante a manipulagdo das
amostras de DNA, neste estudo s6 foram consideradas
satisfatérias as extragdes que forneceram no minimo 160 ng/
20 pl de TE. A variaggo na quantidade de DNA obtida de
espécime paraespéci me dentro dostratamentos em cadauma
das datas de extragcdo pdde, em parte, ser explicadapelo fato
de que os individuos foram tomados ao acaso. Como as
fémeas de D. maidis sdo significativamente maiores que 0s
machos (Oliveira 1996), maiores quantidades de DNA s&o
esperadas para as mesmas, como demonstraram Post et al.
(1993) estudando o diptero S mulium damnosum Theobal d.

A exemplo de resultados negativos obtidos da extragdo
de DNA de insetos de museu (Post et al. 1993, Dillon et al.
1996), a manutencdo de espécimes Secos ao ar mostrou-se
pouco apropriadacomo método de conservagdo de D. maidis,
ocorrendo umadrésti cadegradacao do DNA gendmico total
nos primeiros 10 dias apds a morte dos espécimes, com
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Figura 1. DNA genémico total em gel de agarose 0,8%, extraido de D. maidis armazenado sob diferentes condigdes.
Colunas:1-5, padréo Lambda DNA (Pharmacia) (20, 50, 80, 110 e 150 ng); 6, material fresco; 7, 15, 23 e 31, congel amento
(1, 70,120 e 210 dias, respectivamente); 8, 16, 24 e 32, dcool etilico 70% (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente);
9, 17, 25 e 33, dlcooal etilico 70% (-20°C) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 10, 18, 26 e 34, dcool etilico absoluto
(ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 11, 19, 27 e 35, dcool etilico absoluto (-20°C) (1, 70, 120 e 210 dias,
respectivamente); 12, 20, 28 e 36, seco ao ar (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 13, 21, 29 e 37, tamp&o de extragdo
(inseto inteiro) (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 14, 22, 30 e 38, tampao de extracdo (inseto macerado)

(ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente).

degradaco total apds esse periodo (Fig. 1, colunas 20, 28 e
36).

A preservacdo em acool etilico 70% sob temperatura
ambiente propi ciou quantidades satisfatorias de DNA até os
60 dias, enquanto que o armazenamento em &lcool etilico
absoluto, também a temperatura ambiente, mostrou-se
adequado até os 120 dias (Tabelas 1 e 2). Para tecido de
mamiferos, Smith et al. (1987) relataram a conservacdo do
DNA em &cool etilico por mais de 5 anos, mas este ndo
parece ser o comportamento do DNA deinsetos preservados
em dlcool (Post et al. 1993). Reiss et al. (1995) constataram
parao coledptero Amaraglacialis (Mannerheim), fixado em
acool etilico 95%, um periodo de preservacéo do DNA de
73 dias. Para os espécimes de D. maidis preservados em
acool etilico a temperatura ambiente, observou-se um
gradiente de degradacéo ao longo do tempo, funcdo da
atividade continuade nucleases (Dessauer et al. 1996), sendo
este mais acentuado para dcool etilico 70%. Algumas
varidveis tém se mostrado importantes na quantidade e
gualidade de DNA extraido de materiais preservados em
acool etilico, taiscomo aconcentracdo do dcool, temperatura
e tempo de armazenamento (Dillon et al. 1996).

Osmeétodos é coal etilico absoluto (-20°C), acool etilico
70% (-20°C) e espécimes conservados em tampdo de extracéo
(maceradosou inteiros) permitiram aextracdo de quantidades
satisfatorias de DNA (>160 ng/20 pl) de alta qualidade em
todas as datas de avaliagcdo. A preservacdo de material em
acooal etilico a baixas temperaturas tem sido apontada por
algunsautores como um método eficiente de preservacdo do
DNA de diversos grupos de insetos por longos periodos de
tempo (Post et al. 1993, Dillon et al. 1996). Reisset al. (1995)
afirmaram que tampao de extragdo é um método adequado
de preservacdo de DNA, desde que o inseto seja bem
homogeneizado. Neste estudo, ndo houve diferencaestatistica
entre asquantidadesde DNA extraidas deinseto armazenado
inteiro e de inseto homogeneizado em tampdo de extragéo,
sendo ambos os métodos satisfatdrios paraa preservagéo de
DNA de D. maidis (Tabelas 1 e 2; Fig. 1).

O método de congelamento (-20°C) foi a forma mais

eficiente de armazenamento de espécimes de D. maidis,
preservando aintegridade e fornecendo maiores quantidades
de DNA do que os demais tratamentos na maioria das datas
deavaliagdo (Tabelas 1 e 2; Fig. 1). Resultados semel hantes
foram obtidos em outros trabalhos envolvendo os mais
diferentes grupos deinsetos, como Diptera (Post et al. 1993),
Coleoptera (Reiss et al. 1995) e Hymenoptera (Dillon et al.
1996).

As amostras de DNA extraidas nas diferentes datas
permitiram, com excegdo do material seco ao ar apartir dos
10 dias de armazenamento, a amplificacdo via RAPD-PCR
(Fig. 2). Para os tratamentos & cool etilico 70% e absoluto
(temperatura ambiente), a ndo observacdo de banda
correspondente ao DNA gendmico total no gel de agarose
0,8% aos 70, 120 e 210 dias (Fig. 1, colunas 16, 18, 24, 26,
32 e 34) se deveu a baixas quantidades de DNA extraido,
que a despeito disto foram detectadas pelo fluorimetro
(Tabelas 1 e 2) e permitiram amplificagdo (Fig. 2B, 2C e
2D). Porém, para dcool etilico 70% apbs 60 dias e acool
etilico absoluto a partir dos 120 dias, a quantidade de DNA
extraido (<160 ng/20 pl), apesar de permitir amplificacao,
mostrou-seinviavel paraestudos de RAPD-PCR pelo baixo
volume de DNA ressuspendido.

Deformaprética, parao intercAmbio de espécimesdeD.
maidis visando analise genéticaou mesmo quando dacoleta
de espécimes em locais remotos, pode-se recomendar a
preservacdo em acool etilico absoluto por até 120 dias, que
mostrou ser um método bastante simples, de baixo custo,
podendo ser utilizado diretamente no campo (Reiss et al.
1995). Outra possibilidade € a preservacdo dos espécimes
em tamp&o de extracdo (inseto macerado ou inteiro), que
permitiu a conservacdo do DNA por até 210 dias sem a
necessidade de refrigeracdo. A desvantagem, porém, € que
materiais assim preservados ndo permitiriam estudos dos
aspectos morfolégicos ou a verificagdo da presenca de
parasitéides (Post et al. 1993), uma vez que o materia é
homogeneizado. Mesmo com o inseto inteiro, devido a
ocorréncia de lise das céulas, os espécimes tornariam-se
inadequados parataisestudos, queviaderegrasdo auxiliares
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345678 9101112
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Figura 2. Produtos da amplificacdo de DNA de D. maidis via RAPD-PCR pelo oligonucleotideo OPA-A04 em gel de
agarose 1,4%, apartir de individuos armazenados por periodos sucessivos sob diferentes condicBes. (A) 1 dia; (B) 70 dias;
(C) 120 diase (D) 210 dias. Coluna 1, marcador (100 base-pair Laedder) (Pharmacia); 2, material fresco; 3, congelamento;
4, dcool etilico 70% (ambiente); 5, dcooal etilico 70% (-20°C); 6, dcool etilico absoluto (ambiente); 7, dlcool etilico absoluto
(-20°C); 8, seco ao ar; 9, tampéo de extracdo (insetointeiro) (ambiente); 10, tampa&o de extracdo (inseto macerado) (ambiente);
11, controle negativo (todos os componentes dareacdo menoso DNA) e 12, marcador (Kilobase™ DNA marker) (Pharmacia).

a andlise genética e permitem a correta identificacéo
taxondmicado inseto.

No caso de necessidade de conservagdo dos espécimes
em |aboratorio, sem davida, a praticamais recomendadaé o
congelamento (-20°C ou menos) (Reisset al. 1995, Dillon et
al. 1996), por manter a integridade e propiciar maiores
quantidadesde DNA.. Entretanto, outros métodos como & cool
etilico absoluto e 70% (-20°C), ou a conservagdo em tampao
de extracdo também podem ser utilizados.
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