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Resumo

O Tribolium castaneum, conhecido como caruncho, é considerado uma
praga que infecta graos e sementes, 0 que provoca perdas quantitativas e
qualitativas na producdo. Dessa maneira, 0 presente estudo tem como
objetivos estabelecer a melhor técnica de extragcdo de DNA para esta
espécie, selecionar primers polimérficos e estabelecer as condi¢des
adequadas de amplificacdo e de separacdo do produto amplificado, para
futuros estudos do polimorfismo de DNA, utilizando o marcador ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats). Para o desenvolvimento deste projeto, 0s
carunchos que foram coletados nos estabelecimentos de Maringa, foram
utilizados para a realizacdo da extracdo de DNA. Posteriormente, os DNAS
foram quantificados em Picodrop, amplificados em PCR e analisados em
géis de agarose com concentracdo 1,7g. Os resultados obtidos com esse
marcador permitirdo o0 conhecimento sobre a estrutura genética das
populacdes do T. castaneum, contribuindo, portanto, para o seu manejo e
controle adequados.

Introducao

O Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), popularmente

denominado de caruncho, € considerado uma praga de grédos e sementes
que ja foram danificados por outros animais, considerado assim, uma praga
secundaria. Ao consumir os produtos, este caruncho excreta compostos que
proporciona o crescimento de fungos nos produtos infectados, o que causa
uma perda quantitativa e qualitativa para os produtores e comerciantes
(SMIDERLE, 2015).
No Brasil, cerca de 60 milhdes de toneladas de grdos sao perdidos
anualmente devido ao atague de pragas durante o armazenamento
(CAMPOS, 2005). Uma das estratégias é o0 uso de inseticidas,
principalmente da classe dos organofosforados que devido as aplicacdes por
varios anos, tem contribuido para o desenvolvimento da resisténcia
(ZETTLER & CUPERUS, 1990).
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Desse modo, entender a estrutura genética das populacfes destes insetos
praga € de grande importancia, uma vez que o conhecimento da
variabilidade genética, do polimorfismo, da dindmica populacional e da
similaridade entre as populagcdes podem contribuir bastante no controle
destes insetos (SMIDERLE, 2015).

Os estudos sobre variabilidade genética tém sido promissores utilizando os
marcadores moleculares. Um dos marcadores bastante difundido para
estudo genético de diferentes espécies é o ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats). Este marcador foi criado pela necessidade de explorar repeticdes
de microssatélites sem a utilizacdo do sequenciamento do DNA, além de ser
uma técnica simples, rapida e de baixo custo (BORNET & BRANCHARD,
2001).

Apesar de ser um marcador dominante, caracteristica esta desvantajosa,
visto que nao identifica os fendtipos heterozigotos, o ISSR é considerado
mais especifico do que os outros marcadores dominantes, pois o0 primer
pode ser ancorado na extremidade 5 ou 3, com 1 a 3 nucleotideos
adicionais a sequéncia repetitiva (BORNET & BRANCHARD, 2001).

Materiais e métodos

Obtencédo do Material Bioldgico

Para iniciar o projeto, foi necessario buscar graos e sementes infestadas
com o coledptera Tribolium castaneum nos estabelecimentos comerciais da
cidade de Maringa. Os insetos foram mantidos vivos em frascos contendo
farinha de trigo até serem usados para extracdo de DNA.

Extracdo do DNA Gendmico

A técnica utilizada para a extracdo do DNA foi baseada no método
utilizado por Coelho-Bortolo et al. (2015). Foram utilizados oito insetos
adultos para extracdo do DNA genbmico. Cada inseto foi individualmente
macerado com 200 yL de tampéo de extragédo (Tris-HC| 200 mM, pH 8,0;
EDTA 50 mM pH 8,0; NaCl 2 M, SDS 2%, metabissulfito de sédio 20 mM e
proteinase K 100 ug/mL), e incubado em banho-maria por 30 minutos em
65°C. Posteriormente, foram adicionados 200 uL de cloroférmio alcool-
isoamilico (24:1) e as fases foram homogeneizadas. O material foi
centrifugado por 10 minutos com 12.000 r.p.m. a temperatura ambiente. Em
seguida, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo plastico, e
novamente foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio alcool-isoamilico
(24:1). O material foi centrifugado novamente por 10 minutos com 12.000
r.p.m. a temperatura ambiente e a fase aquosa foi transferida para um novo
tubo plastico. O DNA foi precipitado pela adicdo de 50 pyL de isopropanol
gelado e permaneceu em overnight a -20°C. O proximo passo foi a
centrifugacéo por 10 minutos com 12.000 r.p.m. a temperatura ambiente. Em
seguida, foi descartado o isopropanol e lavado o DNA precipitado com a
adicdo de 200 pL de etanol 70% gelado, que foi seco em temperatura
ambiente, ressuspendido em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8,0; EDTA 0,1
mM) e armazenado a —4°C.
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Quantificagdo do DNA
A quantificagdo dos DNAs foi realizada utilizando o Picodrop, um
equipamento que realiza a quantificacao por espectrofotdmetro.

Amplificacdo e analise dos ISSR (Inter Single Sequence Repeats)

Nessa etapa foram avaliados os 39 primers de ISSR que fazem
parte do banco de primers de ISSR do Laboratério de Genética e
Biotecnologia Vegetal (DBC/UEM). A PCR foi preparada em microtubos de
0,2 mL, sendo utilizado para cada reacao 3,0 uL de DNA diluido; 10,9 uL de
agua mili-Q; 2,0 uL de tampao; 2,4 uL de MgCl,. 0,8 pL de dNTPs; 0,3 pL de
Tag-DNA Polimerase Platinum (Invitrogen); e 0,6 pL do primer ISSR,
totalizando um volume final de 20 pL de solugdo. A PCR sera realizada no
termociclador Techne TC-512, seguindo as temperaturas descritas na
Tabela 1, com variacéo para a temperatura de anelamento de cada primer.
Em cada produto de amplificacéo foi acrescentado 2uL de tampéo Loading
(azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30%) e separados em gel de agarose
com concentracao 1,7g, usando tampédo TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM
acido bérico e 1 mM EDTA). Os géis foram expostos a um campo elétrico de
60 Volts, por 4 horas, e em seguida foram corados em solucédo de brometo
de etidio 0,5 pg/mL por 40 minutos. A imagem foi capturada em
transluminador L-PIX HE, Loccus biotecnologia.

Tabela 1- Sequéncia das etapas do programa utilizado para amplificacdo do
DNA com marcador ISSR.

Passo Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturacao inicial 94°C 5 minutos

2 Desnaturacéo 94°C 1 minuto

3 Anelamento 48 a 52°C 1 minuto

4 Extenséo 72°C 1 minuto e 30
segundos

5 Voltar ao passo 2 ao 4 por - -

34 vezes
6 Extens&o final 72°C 7 minutos
7 Imersao 4°C 0

Resultados e Discussao

Foram testados 39 primers ISSR com temperatura de anelamento de

52°C. Nessa temperatura, 23 primers anelaram de maneira satisfatoria,
representado a sequir: 11, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 807, 811, 816, 825,
17898A, 17898B, UBC808, UBC812, UBC827, UBC826, HB10, HB11, HB12
e HB15.
Os primers que nao anelaram de forma correta na temperatura de 52°C,
serdo testados em temperaturas diferentes, para tornar possivel as suas
padronizacdes. A Tabela 2 contém os nomes dos primers que nao
anemaram e as temperaturas que serdo testadas.
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Tabela 2- Sequéncia de primers que ndo anelaram a 52°C e suas possiveis
temperaturas de anelamento.

Temperatura Primers
48°C 12, 16, 813, 822, 828 e 884b
50°C 8,9, 10,23 e 864
50°C e 52°C 1,2,3,4,5,6,7e13

Conclusodes

Conclui-se que aproximadamente 60% dos primers testados anelaram
de maneira satisfatéria a 52°C. Os demais primers serdo testados em
temperatura de 48°C e 50°C para que se torne possivel descobrir as
temperaturas adequadas para os seus anelamentos.
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