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RESUMO

O cafeeiro ¢ uma espécie conhecida no mundo todo, e o Brasil ¢ o maior produtor de café,
especialmente Coffea arabica L. Uma das etapas mais importantes para a realizacdo de
analises genéticas, dentro de programas melhoramento genético, ¢ a extragdo de DNA. Os
principais métodos para a extracdo de DNA de plantas tém como base o CTAB (brometo de
cetiltrimetilamodnio), entretanto, esses métodos possuem varias etapas € o custo com reagentes
¢ alto. Este trabalho teve como objetivo avaliar um método de extracdo de DNA de C.
arabica, que seja rapido, eficiente e simples. O protocolo utilizado neste trabalho tem como
base SDS (dodecil sulfato de sédio) e Triton X-100. Apds a extragdo os DNAs foram
quantificados, qualificados e utilizados para corte com enzima EcoRI e amplificagdo da regido
ribossomica ITS1/ITS4. O protocolo foi eficiente para extrair grande quantidade de DNA,
porém, a pureza e a qualidade ndo foram ideais. Nenhuma amostra teve o padrao desejado
para as relagdes A260/280 nm e A260/230 nm, 80 % das amostras apresentaram DNA
integro, 75 % tiveram o DNA digerido pela EcoRI e 60 % amplificaram a regido ribossomica.
Isto faz com que novos ajustes devam ser feitos neste protocolo para a obtencdo de DNA de
qualidade e pureza para ser utilizado em estudos moleculares de C. ardbica. Conclui-se que o
protocolo aqui apresentado ¢ promissor para a extragdo de DNA de café, pois, os protocolos
atualmente utilizados consomem muito tempo e reagentes, e alguns dos reagentes sdo toxicos,
tornando esses protocolos insustentaveis para analises moleculares.

Palavras-chaves: Café. SDS. Triton X-100.



ABSTRACT

Coffee is a known species worldwide, and Brazil is the largest coffee producer, especially
Coffea arabica L. One of the most important steps for performing genetic analysis, within
genetic improvement programs, is DNA extraction. The main methods for extracting plant
DNA are based on CTAB (cetyltrime-trylammoniumbromide), however, these methods are
multi-step and the cost of reagents is high. The aim of this work was to evaluate a fast,
efficient and simple method of DNA extraction from C. arabica. The protocol used in this
work is based on SDS (sodium dodecy! sulfate) and Triton X-100. After extraction the DNAs
were quantified, qualified and used for cutting with EcoRI enzyme and amplification of
ribosomal region ITSI / ITS4. The protocol was efficient for extracting large amounts of
DNA, but the purity and quality were not ideal. No sample had the desired standard for the
A260 / 280 nm and A260 / 230 nm ratios, 80% of the samples had intact DNA, 75% had
EcoRI digested DNA and 60% amplified the ribosomal region. This means that new
adjustments must be made in this protocol to obtain DNA of quality and purity to be used in
molecular studies of C. arabica. It is concluded that the protocol presented here is promising
for coffee DNA extraction, because the protocols currently used are very time consuming and
reagents, and some of the reagents are toxic, making these protocols unsustainable for
molecular analysis.

Keywords: Coffee. SDS. Triton X-100.
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1 INTRODUCAO

A agricultura no Brasil ¢ uma das principais bases da economia no pais, especialmente
do café, que ¢ um produto que se destaca, estando sempre entre os dez principais produtos de
exportagdo. Isto faz com que o pais seja referéncia mundial, produzindo neste ano de 2019
aproximadamente 48,99 milhdes de sacas de 60 kg (EMBRAPA, 2019). A espécie mais
importante do género Coffea ¢ C. arabica L., sendo responsavel por 70,0 % da produgdo
mundial. Mas esta produgao ¢ influenciada por estresses bidticos e abioticos, sendo necessario
o melhoramento genético para obter genotipos superiores.

A utilizagdo da analise molecular para o melhoramento genético ¢ de grande
importancia, pois, a partir da sua introdu¢ao foi possivel fazer estudo de identificagdo,
caracterizagdo e mapeamento genético, de forma mais rdpida, com eficiéncia e seguranga.
Para o sucesso dessas analises moleculares ¢ preciso ter DNA de qualidade e em quantidade
suficiente, uma vez que a partir dele que é possivel utilizar marcadores moleculares dentro das
etapas dos programas de melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os principais métodos utilizados para a extragdo de DNA de plantas sao os métodos
derivados do protocolo de Doyle e Doyle (1987), entretanto, este método ¢ muito demorado,
porque consiste de varias etapas e o custo com reagentes ¢ alto (TAMARI et al., 2013). Como o
cafeeiro ¢ uma espécie de grande interesse economico € o uso de analises moleculares de um
grande niimero de gendtipos € essencial para os programas de melhoramento genético, torna-se
necessario ter um método de extracdo de DNA que apresente resultados rapidos e mais baratos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar um método de extragdo de DNA de C. arabica,

rapido, eficiente e com reagentes menos toxicos, podendo ser utilizado para anélises moleculares.

2 REFENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais do café

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de café do mundo e o segundo maior
consumidor. O grdo de café esta entre os principais produtos agricolas do mercado, ocupando

posi¢do de destaque nas exportagdes brasileiras, onde oscila entre os dez principais produtos. No



ano de 2017 o pais arrecadou 5,2 bilhdes de dolares provenientes da produgdo em
aproximadamente 1.900 municipios, distribuidos em diversos estados do pais (MAPA, 2018).

O cafeeiro ¢ uma planta pertencente a familia Rubiaceae, com mais de seis mil
espécies, e género Coffea, com mais de 100 espécies, sendo 25 as mais importantes, ¢ todas
elas originarias da Africa e de algumas ilhas do Oceano Indico. Destas espécies, duas se
destacam no mundo todo, tanto no quesito produgdo quanto no quesito consumo, C. arabica e
C. canephora (ORMOND; PAULA; FAVERET FILHO, 1999).

O café é considerado uma bebida universal. Pode ser utilizado de varias formas, mas, a
mais comum ¢é na producdo de bebidas (POOLE et al., 2017). Para se ter um café de qualidade e
aceitacdo no mundo todo deve-se levar em conta alguns fatores, como o clima, 0 manejo da
lavoura, a forma de preparo, a forma de colheita dos graos (MESQUITA et al, 2016). O
cafeeiro ¢ considerado uma planta complexa, devido aos seus graos ter varios constituintes,
entre eles os lipideos, proteinas e cafeina (CAFEICULTURA, 2015).

C. arabica é a Unica espécie alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos), sendo
responsavel por 70 % da producdo mundial. A espécie produz cafés mais finos, de qualidade
superior ¢ com maior aceitacdo, entretanto, sua producdo ¢ afetada por pragas e doencas
(LASHERMES et al., 2000).

Existem varias cultivares de C. arabica no Brasil e as que possuem maior destaque sdo as
dos grupos Catuai e Mundo Novo. As cultivares do grupo Catuai s3o plantas que possuem porte
baixo e grande adaptabilidade ao ambiente. As cultivares do grupo Mundo Novo sdo plantas com
porte mais robusto, possuem boa adaptabilidade para regides altas, sdo bastante rusticas, vigorosas
e produtivas, com maturagdo precoce e uniforme (SOUZA et al., 2004).

As principais melhorias feitas no café arabica sdo resisténcia a doengas, adaptabilidade ao
ambiente, e maior produtividade. Estas melhorias sdo feitas utilizando marcadores moleculares
entre ecles microssatélites, RFLP, RAPD, ISSR, SSR e AFLP. Para o sucesso da melhoria com
esses marcadores deve-se fazer primeiro a extragdo do DNA da planta (CAIXETA et al., 2015).

2. 2 Extracdo de DNA

Nos ultimos anos estdo sendo muito utilizados os marcadores moleculares para
analises genéticas de vegetais. Para o sucesso destes marcadores moleculares € preciso fazer a
extracdo de DNA, que precisa estar em quantidade e qualidade suficientes para garantir

resultados confidveis. Além da qualidade e quantidade de DNA, o tempo e o custo também
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sdo importantes na escolha do protocolo de extracdo. Os protocolos mais utilizados para a
extragdo de DNA de plantas t€ém como base o detergente CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio). Esse detergente tem como objetivo romper a membrana celular
facilitando a liberagdo do DNA (MOLINARI; CROCHEMORE, 2001). Esses métodos de
extragdo sdo muito demorados, pois, envolvem vérias etapas, entre elas estdo as etapas de
purificacdo e de precipitacio do DNA, além de utilizarem reagentes toxicos como cloroférmio
e PB-mercaptoetanol. Uma alternativa para substituir esses métodos ¢ a utilizagdo de Kkits
comerciais para a extragdo, mas, esses kits sao muito caros. Como muitos laboratérios de
pesquisa possuem poucos recursos financeiros e as analises moleculares em programas de
melhoramento sdo realizadas utilizando muitas amostras, os kits comerciais tornam-se
inviaveis (AHMADI et al., 2018).

A extragdo de DNA vegetal ¢ uma importante etapa para a andlise da estrutura e
organizagdo do material genético, e independentemente do método escolhido deve-se seguir
dois passos para obter DNA de qualidade. Primeiro, as paredes celulares devem ser rompidas,
com o objetivo de liberar os constituintes celulares, e segundo, as membranas celulares devem
ser rompidas, para a liberagdo do DNA (BRASILEIRO; ROMANO,1999).

A extracdo de DNA do cafeeiro ¢ considerada dificil e complexa, pois, a espécie esta
sujeita a muita oxida¢ao, especialmente em suas folhas e frutos. O composto fendlico acido 5-
cafeoilquinico, também conhecido como acido clorogénico (CGA), principal substrato da
polifenoloxidase (PFO) esta presente em quantidades expressivas nesses tecidos. Este
composto, no organismo da planta, tem funcdo de defesa contra predadores, mas a oxidacao
deste composto ¢ um grande problema para de extracdo de DNA (PEREIRA et al., 2009).

Os principais problemas enfrentados para a extragdo de DNA que sdo utilizados ¢
conseguir obter um DNA em grande quantidade e qualidade ¢ devido sua folha possui grande
quantidade de fendis fazendo assim esses métodos utilizados nao sejam falhados para fazer a
extragdo. Pois estes compostos faz a amostra ficar escura e com um aspecto Vviscoso, €
fazendo a amostra tem uma vida util muito pequena, e ndo conseguindo fazer as proximas
etapas de analises moleculares. Mas se propormos um novo método mesmo a amostra as
vezes oxida, mas como a extra¢do serd rapida e ndo utilizard reagentes toxicos, eu vou

conseguir proceder as proximas etapas (TIBBITS et al., 2006).
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3 OBJETIVO

Avaliar um método de extragdo de DNA de C. arabica, rapido, eficiente e com reagentes

menos toxicos, podendo ser utilizado para analises moleculares.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacao do material bioldgico e extracio do DNA

Foram coletadas folhas jovens de cinco plantas das cultivares Acaud Novo, Bourbon
J10, Catuai IAC 99 e Topazio, sendo todas da espécie C. arabica L. As amostras de folhas
coletadas foram levadas para o Laboratéorio de Genética Molecular (LAGEM), da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Patos de Minas, onde foram armazenadas
durante 24 horas em ultrafreezer (CL520-86v, Cold Lab) a -80 °C e posteriormente
liofilizadas (Liofilizador L101, Liotop) por 48 horas.

As amostras de folhas liofilizadas foram trituradas em almofariz ¢ o p6 armazenado
em temperatura ambiente para extragdo de DNA. A extragdo do DNA seguiu o protocolo
descrito por Souza e Teixeira (2019), com modificagdo do volume de solugdo de extracdo e
quantidade de amostra. A extracdo foi feita em duplicata, em que 0,05 g de cada amostra foi
colocada em microtubo de 2 mL, devidamente identificado. Em seguida acrescentou-se 1,8
mL de solu¢do de extragdo [1,4 M NaCl (Dinamica), 100 mM Tris-HCI (Vetec) pH 8, 5 %
EDTA (Dinamica), 5 % Triton X 100 (Dinamica), 5 % SDS (Nech). Os tubos foram agitados
no vortex (AP59, Phoenix Luferco, Brasil)] por 30 segundos e colocados em banho-maria (SL
154/22, Solab) a 65 °C por 15 minutos.

Apds 15 minutos, os tubos foram passados rapidamente no vortex e deixados
descansar por cinco minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos e
em seguida foram centrifugados (NI1801, Nova instrumente) a 13.000 rpm durante 7 minutos.
Posteriormente os sobrenadantes foram coletados, transferidos para outros microtubos de 2
mL e acrescentado igual volume de isopropanol (Proquimicos) gelado. A solugdo foi
misturada por inversao, até acabar com as bolhas, e os tubos foram imediatamente colocados

novamente na centrifuga por 7 minutos a 13.000 rpm. O liquido foi descartado, as bocas dos
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microtubos foram secadas com papel toalha e o pellet formado foi diluido em 100 uL de dgua
ultrapura.

De posse do DNA extraido, em uma amostra de cada duplicada, adicionou-se 400 puL
de Tris HCI 10 mM e 500 pL de acetato de amonio (Vetec) 7,5 M. Em seguida, apos a
homogeneizagdo, as amostras foram colocadas no gelo por 15 minutos.

Em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 30 minutos e os sobrenadantes
transferidos para outros microtubos de 2 mL. Aos sobrenadantes foram adicionados iguais
volumes de isopropanol gelado. Deixou-se o material no freezer durante 3 horas, ap6s foram
submetidos a outra centrifugagdo a 12.000 rpm durante 15 minutos, descartou o sobrenadante,
lavou os pellets com 500 pL de alcool 70 % e o pellet foi ressuspendido em 100 puL de dgua

ultrapura. As amostras foram estocadas no freezer a -20 °C.

4.2 Quantificacio e qualificacio do DNA

O DNA extraido, com e sem limpeza, foi quantificado em espectrofotometro de
microvolume (L-Quant®, Loccus Biotecnologia), nas faixas de 230, 260 e 280 nm. Para a
qualificacdo 4 puL de cada amostra de DNA foi preparada com a adi¢do de 2 uL de azul de
bromofenol e 2 pL do corante GelRed (Uniscience do Brasil Ltda). As amostras de DNA
preparadas e o marcador de peso molecular de 1 Kb foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 0,8 % e corrida a 80 volts por uma hora. Os resultados foram visualizados em luz

ultravioleta e documentados em fotodocumentador (L.PIX, Loccus Biotecnologia).

4.3 Restricao do DNA de café com EcoRI

Diluiu-se o DNA para 50 ng/pL e apds a dilui¢ao foram transferidos 5 pL, totalizando
250 ng, do DNA de cada amostra para microtubos. Em seguida foi preparado um mix
contendo 1X o tampao da enzima, 1,5 U da enzima EcoRI, e o volume completado para 12,5
uL com agua ultrapura.

Os microtubos foram levados ao banho-maria, aquecido a 37 °C, por seis horas e a
cada uma hora passados no voértex. Em seguida foram colocados em outro banho-maria a 70
°C, por 15 minutos, para inativar a enzima. Retirados do banho-maria foram rapidamente

colocados em gelo, obtendo o material genético devidamente digerido.
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Para conferir a digestdo 4 pL de cada amostra de DNA foi preparada com a adig¢do de
2 uL de azul de bromofenol e 2 pL. do corante GelRed. As amostras de DNA preparadas e o
marcador de peso molecular de 1 Kb foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8
% e corrida a 80 volts por trés horas. Os resultados foram visualizados em luz ultravioleta e

documentados em fotodocumentador.

4.4 Reacido em cadeia da polimerase (PCR) da regio ribossomica

Para avaliar a qualidade do DNA foi realizada PCR utilizando primers especificos para
o espacador interno transcrito (ITS) do DNA ribossomico 18S-25S (ITS1-18S: 5-CGT AAC
AAG GTT TCC GTA GG-3"; ITS4: 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") (WHITE et
al, 1990). Foi preparado um mix contendo 0,2 uM de primer, 1X tampao da enzima, 1,5 mM
de MgCl,, 0,1 mM de dNTPs, 1 U de taq DNA polimerase ¢ o volume foi completado para 18
puL com agua ultrapura. O mix foi distribuido nos tubos para PCR contendo 2 pL. do DNA na
concentragdo de 12,5 ng/uL. Portanto, cada tubo de PCR continha 2 pL. de DNA e 18 pL de
mix, totalizando 20 pL.

Os tubos foram colocados no termociclador (TX96, Amplitherm) e submetidos a PCR
primeiramente a 94 °C por 3 minutos (desnaturagdo do DNA) e depois 35 ciclos de: 94 °C por
30 segundos (desnaturagdo do DNA), 58 °C por 1 minuto (anelamento do primer) e 72 °C por
1 minuto (extensdo do DNA). Terminando com 72 °C por 7 minutos (extensdo do DNA).

Os produtos da amplificacdo (4 pL) foram preparados com a adi¢do de 2 uL de azul de
bromofenol e 2 pL do corante GelRed. As amostras de DNA preparadas e o marcador de peso
molecular de 100 pb foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5 % e corrida a 100
volts por uma hora. Os resultados foram visualizados em luz ultravioleta e documentados em

fotodocumentador.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados da quantificacio e da qualificacio do DNA extraido



14

Os 4cidos nucléicos possuem absorbancia maxima no comprimento de onda de 260
nm, portanto, a concentragio de DNA ¢ diretamente proporcional a absorbancia nesse
comprimento de onda e os resultados médios de duplicatas de cinco plantas de cada cultivar
obtidos da quantificacdo em espectrofotometro sdo apresentados na Tabela 1. A concentragao
de DNA variou de 738,93 ng/uL (14,78 png/g de tecido seco) (Bourbon) a 1300,74 ng/uL
(26,01 ng/g de tecido seco) (Topazio), com média geral de 1044,51 ng/ulL (20,89 npg/g de
tecido seco), desvio padrao geral de 504,73 ng/uL (10,09 ng/g de tecido seco) e coeficiente de
variacao de 48,3 %. Isso mostra que, a variagdo na quantidade de DNA extraido foi alta, mas,
em todas as amostras a quantidade foi suficiente para analises moleculares. Considerando a
concentragdo de DNA por tecido seco verifica-se que a quantidade de DNA obtida foi alta
quando comparada com a quantidade obtida por Souza e Teixeira (2019), utilizando o mesmo
protocolo, porém em volume de tampdo de extracdo de 5 mL e 0,1 g de tecido seco, por
amostra. Os autores obtiveram concentragdes entre 1,56 ¢ 11,66 pg/g de tecido seco.

As proteinas possuem absorbancia em 280 nm, e carboidratos, EDTA e fenois
absorvem no comprimento de 230 nm. Sendo assim, as razdes A260/280 nm (DNA /
proteinas) e A260/230 nm (DNA / metabolitos secundarios e componentes do tampao) podem
ser utilizadas para determinar a pureza do DNA. As relagdes A260/280 nm, obtidas para o
DNA no presente trabalho, ficaram entre 1,086 (Acaud) e 1,218 (Catuai), com média 1,169,
desvio padrao 0,14 e coeficiente de variagcdo de 12,0 % (Tabela 1). Para as razdes A260/230
nm os resultados variaram entre 1,057 (Acaud) e 1,251 (Catuai), com média 1,167, desvio
padrao 0,14 e coeficiente de variagcdo de 12,0 % (Tabela 1).

O padrao desejado para a relagdo A260/280 nm esta entre 1,8 ¢ 2,2 (BROWN, 2003) e
para a relagdo A260/230 nm o desejado estd entre 2,0 e 2,2 (FANG et al., 1992). Entretanto,
Martinez-Gonzalez e colaboradores (2017) afirmam que dependendo da composicdo de bases
do DNA, a leitura da razdo A260/280 nm entre 1,6 e 1,9 ¢ indicativa de DNA de alta pureza.
Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989) sugeriram que as taxas de absorbancias ideais para
A260/A280 devem estar entre 1,6 ¢ 1,9 e para A260/A230 entre 2,0 e 2,2. Portanto, os
resultados obtidos neste trabalho, quanto a pureza do DNA, mostram que hd contaminagdo
por proteinas, polissacarideos, compostos fendlicos e/ou componentes do tampao.

O protocolo utilizado foi eficiente para extrair DNA, pois, a concentragdo foi alta,
entretanto, a pureza nao foi adequada. Uma possivel causa pode ser a quantidade insuficiente
de tampdo de extragdo para a quantidade de tecido seco. No trabalho de Souza e Teixeira

(2019), os autores utilizaram 100 mg de tecido seco e 5 mL de tampdo de extragdo. No


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%26%23x000ed%3Bnez-Gonz%26%23x000e1%3Blez%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29046708
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presente trabalho foram utilizados 1,8 mL de tampao de extragdo e 50 mg de tecido seco,
sendo que, com essa quantidade de tampao deveriam ser utilizados no méaximo 36 mg de
tecido seco. Sendo assim, a solucdo ficou muito concentrada e nao foi possivel fazer a

separacao adequada do DNA dos outros constituintes celulares.

Tabela 1 - Resultado da quantificagdo de DNA em espectrofotdmetro, média de duplicata de cinco plantas de
quatro cultivares de Coffea arabica, apresentando as razdes 260/280 nm e 260/230 nm e concentragdes de DNA,
em ng/uL e pg/g de tecido seco, das amostras antes do processo de limpeza.

Amostras Razdo 260/280 nm* Razdo 260/230 nm* = Concentra(;éc_)la -
ng. uL pg. g tecido seco
Acaud 1,086=+0,11 1,057+0,18 853,40+556,11 17,07+11,12
Bourbon 1,164+0,14 1,181+0,11 738,93+491,28 14,78+9,83
Catuai 1,218+0,19 1,251+0,08 1284,95+269,16 25,7+5,38
Topazio 1,209+0,10 1,178+0,09 1300,74+446,46 26,01+8,93
Geral 1,169+0,14 1,167+0,14 1044,51+504,73 20,89+10,09
"Médiatdesvio padrio

As folhas do cafeeiro sdo ricas em polissacarideos e compostos fendlicos, tornando o
processo de extracdo de DNA mais laborioso. Os polissacarideos, devido as suas propriedades
quimicas, co-precipitam com o DNA, dando viscosidade as solugdes e aparéncia de cola. Os
compostos fenolicos, como terpendides e taninos, sofrem rapida oxidagdo apods a liberagao do
tecido da folha e se ligam irreversivelmente ao esqueleto fosfato do DNA, caracterizando pelo
escurecimento da solu¢do durante o processo de extracdo. Ambos os contaminantes podem
impedir o uso de DNA para fins de andlises moleculares, inibindo a a¢do da polimerase ou
endonucleases (HEALEY et al., 2014).

Comparando as cultivares, quanto a concentragdo ¢ pureza do DNA, as cultivares
Acaud e Bourbon apresentaram menores valores de concentragdo e pureza, quando
comparadas com Catuai e Topdzio. Geneticamente Catuai e Topdzio sdo mais préximas, pois,
Topéazio ¢ resultado do cruzamento de Catuai com Mundo Novo e Catuai ¢ oriunda do
cruzamento de Caturra com Mundo Novo. A cultivar Acaud também ¢ resultado do
cruzamento com Mundo Novo, porém, com a cultivar Sarchimor, que ¢ descendente do
Hibrido de Timor, portanto, mais distante de Catuai e Topazio e, provavelmente, possui
constituintes celulares diferentes. A cultivar Bourbon ¢ uma cultivar muito antiga e foi
introduzida no Brasil em 1859, sendo bem distante geneticamente das outras cultivares

(CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2011). Durante o processo de extragdo as amostras de

Acaud e Bourbon ficaram mais escuras, o que demonstra que houve oxidacdo, devido a
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presenca de compostos fendlicos. Portanto, embora as diferencas ndo sejam muito grandes, o
protocolo foi mais eficiente para extrair DNA das cultivares Catuai e Topazio.

Como a concentragao de DNA foi alta, mas, o DNA possuia contaminagdes, procedeu-
se a limpeza do DNA com acetato de amonio. Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados
médios de cinco plantas de cada cultivar da quantificagdo do DNA apo6s a etapa de limpeza.
Comparando as concentracdes de DNA antes e depois da limpeza verifica-se que houve uma
grande diminuicao ap6s a limpeza. Comparando as razdoes A260/A280 ¢ A260/A230 antes e
depois da limpeza verifica-se que houve pouca melhora na pureza, pois, as razdes depois da
limpeza ficaram entre 1,469 (Acaud) e 1,700 (Bourbon) e entre 1,230 (Acaud) e 1,513
(Bourbon), respectivamente. Porém, a média geral melhorou, atingindo 1,608 para
A260/A280 e 1,358 para A260/A230, mas, houve aumento do desvio padrao e do coeficiente

de variag¢do, demonstrando que os resultados ndo foram homogéneos.

Tabela 2 - Resultado da quantificagdo de DNA em espectrofotdmetro, média de cinco plantas de quatro
cultivares de C. arabica, apresentando as razdes 260/280 nm e 260/230 nm e concentragdo do DNA, em ng/uL e
ug/g de tecido seco, apds o processo de limpeza.

Amostras Razdo 260/280 nm* Razdo 260/230 nm* - Concentragé_(l)a -
ng. uL pg. g tecido seco
Acaua 1,469+0,38 1,230+0,17 113,65+91,58 2,27+1,83
Bourbon 1,700+0,46 1,513+0,10 221,10+79,45 4,42+1,59
Catuai 1,650+0,11 1,367+0,11 262,91+135,68 5,26+2,71
Topézio 1,61120,28 1323033 22421+119,97 4.48+2.40
Geral 1,608+0,32 1,358+0,21 205,47+115,08 4,11£2.30
*Médiatdesvio padrio

A qualidade do DNA pode ser visualizada na Figura 1, em que, 50 ng de DNA de cada
amostra foram resolvidos em gel de agarose 0,8 %. Das 40 amostras 32 (80 %) apresentaram
DNA integro, ou seja, DNA com peso molecular maior do que 10000 pb (comparando com o
marcador de peso molecular) e sem arraste. Essa caracteristica ¢ importante, pois, ¢ ela que dara
reprodutibilidade e intensidade em amplificacdes de PCR (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Na Figura 1, além da integridade do DNA, ¢ possivel verificar também a pureza do
DNA. A presenga de polissacarideos pode ser visualizada quando ha reten¢do de DNA no
poco e na imagem varias amostras (como ¢ o caso da amostra ASL) apresentam essa
caracteristica, demonstrando assim, que essas amostras estdo contaminadas com

polissacarideos.



Figura 1 — Medida da qualidade do DNA resolvido em gel de agarose 0.8 %. 1 Kb: marcador de peso molecular;
A: cultivar Acaud; B: cultivar Bourbon; C: cultivar Catuai; T: cultivar Topazio; S: sem a etapa de limpeza; L:
com a etapa de limpeza.

1kb A1S AIL A2S A1 A3S A3S A4S A4L ASS ASL B1S BI1L B2S B2L B3S B3L B4S B4L BSS BSL
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1kb CI1S CIL C2S C2L C3S C3L C4S C4L C5S CSL T1S TiL T2S T2L T3S T3L T4S T4L T55 TSL

5.2 Resultado da restricio com EcoRI

A digestdo com a enzima EcoRI foi verificada com a eletroforese em gel de agarose
0.8 % (Figura 2) e a analise do gel mostrou que 75,0 % (30 das 40 amostras) das amostras de
DNA foram digeridas, pois, ndo apresentam DNA inteiro e mostra o arraste. As amostras em
que o DNA foi adequadamente digerido coincidem com as amostras em que o DNA se
mostrava integro, quando analisado no gel de qualidade, e apresentavam valores das razdes
260/280 nm e 260/230 nm proximos ao ideal. A integridade e pureza do DNA para a restri¢ao
¢ de grande importancia, pois, a enzima pode ndo reconhecer o local de fazer os cortes ou os

contaminantes podem dificultar a agdo da enzima (HEALEY et al., 2014).

5.3 Resultado da PCR regiio ribossdomica

A Figura 3 apresenta o resultado da amplificagdo das regides ITS1/ITS4. Das 40
amostras 24 amplificaram (60 %) e correspondem as amostras com as melhores relagdes
A260/280 e A260/230. O primers ITS1/ITS4 sdo considerados primers universais, pois,
amplificam regides dos genes do rRNA nuclear de eucariotos. Portanto, a extragdo de DNA
de qualidade ¢ importante para obter DNA integro, com a regido de anelamento do primer, e
puro, sem contaminantes que interfiram na a¢do da polimerase. Sendo assim, s6 com DNA em

quantidade, qualidade e pureza havera amplifica¢do bem-sucedida da regido ITS1/ITS4.



Como algumas amostras amplificaram bandas diferentes, mesmo sendo da mesma planta, ¢

provavel que houve amplificacdo de segmento de DNA ndo integro.

Figura 2 — Digestdo do DNA com EcoRI resolvido em gel de agarose 0.8 %. 1 Kb: marcador de peso molecular;
A: cultivar Acaud; B: cultivar Bourbon; C: cultivar Catuai; T: cultivar Topazio; S: sem a etapa de limpeza; L:
com a etapa de limpeza.

1kb Al1S AIL A2S A2L. A35 A3S A4S A4 ASS ASL B1S BIL B2S B2L B3S B3L B4S B4L BS5SS BSL
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Figura 3 — Perfil de DNA obtido da amplifica¢do da regido ITS1/ITS4 resolvido por eletroforese em gel de
agarose 1.5 %. 100 pb: marcador de peso molecular A: cultivar Acaud; B: cultivar Bourbon; C: cultivar Catuai;
T: cultivar Topazio; S: sem a etapa de limpeza; L: com a etapa de limpeza.
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Atualmente, os protocolos mais utilizados para a extragdo de DNA de café¢ foram
descritos por Ky et al. (2000), Diniz et al. (2005) e Healey et al. (2014). O tempo gasto para
extrair DNA de café utilizando esses protocolos varia de 150 min (DINIZ et al., 2005) a 464
min (KY et al., 2000). O tempo gasto para protocolo aqui apresentado, sem a etapa de
limpeza, considerando que a etapa de limpeza ndo foi eficiente, ¢ de 59 min.

Além do tempo, os outros protocolos utilizam muito mais reagentes e entre esses
reagentes alguns sdo toxicos, como B-mercaptoetanol e cloroformio, portanto, sdo protocolos
ndo sustentdveis. Essa questdo ¢ particularmente importante, pois, quando se pensa em
andlises moleculares em programas de melhoramento, o nimero individuos de cada
populagdo ¢ muito alto.

Outro ponto favoravel ao protocolo deste trabalho ¢ a quantidade de solugdo extratora
e quantidade de tecido foliar. O protocolo descrito por Ky et al. (2000) utiliza 100 mL de
solugdo extratora e 1 g de tecido seco. J& o protocolo de Healey et al. (2014) utiliza 10 mL da
solugdo extratora e 1 g de tecido foliar congelado. No presente trabalho foram utilizados 1,8
mL de tampdo de extragdo e 0,05 g de tecido foliar seco. Sendo assim, esse protocolo
economiza muito reagente, sendo bastante favordvel a sua utilizagdo em andlises genéticas
para programas de melhoramento.

Entretanto, a pureza ¢ a qualidade do DNA nao foram adequadas para analises
moleculares, pois, nenhuma amostra teve o padrao desejado para a relacio A260/280 nm e
para a relagdo A260/230 nm, 20,0 % das amostras ndo apresentaram DNA integro, 25,0 %
ndo tiveram o DNA digerido pela EcoRI e 40,0 % ndo amplificaram a regido ribossomica. Isto
faz com que novos ajustes devam ser feitos neste protocolo para a obtengdo de DNA de

qualidade e pureza para ser utilizado em estudos moleculares de C. ardbica.

6 CONCLUSAO

O protocolo de extracdo de DNA foi eficiente para extrair DNA de diferentes
cultivares de C. ardbica, com a obtencao de grande quantidade de DNA.

Quando comparado com outros protocolos utilizados para a extragdo de DNA de café,
o protocolo aqui apresentado mostrou-se simples e rapido. Entretanto, o DNA obtido ndo

apresentou qualidade e pureza para andlises moleculares, sendo necessarios novos ajustes.
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O protocolo aqui apresentado ¢ promissor para a extragdo de DNA de café,
considerando que, os protocolos atualmente utilizados consomem muito tempo e reagentes, e
que alguns dos reagentes sdo toxicos, tornando esses protocolos insustentaveis para analises

moleculares de grande nimero de plantas.
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