VI Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

COLETA DE FOLHAS DO CAFEEIRO E EXTRACAO DE DNA GENOMICO
DE ALTA QUALIDADE

Gabriella Santos Pereiraz; Edila Vilela de Resende Von Pinhos; Lilian Padilha4; Luciane de Resende ViIeIa5; Bruna
Line Carvalhoﬁ; lolanda Vilela Von Pinho’

1 Projeto financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico- CNPQ

2 Mestranda em Fitotecnia, Universidade Federal de Lavras, Lavras- MG, gabipereira87@yahoo.com.br.
3 Professora, D.Sc., Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, edila@ufla.br

4 Pesquisadora, D.Sc., Embrapa Café, Brasilia-DF, ™ lilian.padilha@embrapa.com.br

5 professora, D.Sc., Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG

6 Graduanda em Agronomia, Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG

7 Graduanda em Agronomia, Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG

RESUMO: Para a amplificacdo do DNA in vitro, é necessario que o0 DNA gendmico seja de boa qualidade. E comum
que seja realizada a coleta do tecido vegetal em local distante de onde seréa feita a extracdo e analises do DNA e muitas
vezes, 0 armazenamento inadequado das amostras favorece as reacBes de oxidacdo, resultando na reducdo da qualidade
deste. Realizou-se este trabalho com o objetivo de estabelecer um método simples e eficiente para coleta e
armazenamento de folhas de Coffea arabica visando a obtencdo de DNA de boa qualidade. O trabalho foi realizado no
Laboratério de Andlise de Sementes da Universidade Federal de Lavras, envolvendo doze tratamentos e duas
testemunhas. Foram combinados os fatores umidade da folha (seca ou tmida) x tempo de armazenamento (24h e 48h) x
condicdo do ambiente (T°C ambiente ou 4°C) x utilizacdo de silica no recipiente de armazenamento da folha (com ou
sem silica). Foram utilizados dois controles, onde as folhas coletadas foram armazenadas no campo em gelo ou em N,
liquido e submetidas a extracdo do DNA logo apés a sua coleta. A avaliagdo da qualidade do DNA foi feita pela
eletroforese do DNA genémico em gel de agarose 0,7% e pela amplificacdo de fragmentos de DNA utilizando-se um
par de primer microssatélite. Os resultados indicaram que a utilizacdo da silica quando as folhas estavam secas e 0
armazenamento das folhas a 4°C por 24h ou 48 h séo favoraveis a oxidagdo das amostras, resultando em um DNA de
ma qualidade. A extracdo do DNA de alta qualidade passivel de ser utilizado em PCR é viavel quando folhas secas ou
Umidas sdo coletadas e armazenadas em sacos plasticos por até 48 horas antes do inicio do procedimento da extragéo.

Palavras-chave: Coffea arabica, armazenamento de amostra, folhas

COLLECTION OF LEAVES FROM TREE OF COFFEE E EXTRACTION OF DNA OF
HIGH QUALITY

ABSTRACT: A genomic DNA with high quality is necessary to DNA in vitro amplification. It is usual the harvesting
of vegetal tissue in a place distant from the laboratory where the DNA extraction and analysis will be done. Also, the
inappropriate storage of samples contributes to oxidation reactions, reducing the DNA quality. This work aimed to
determine a simple and efficient process for harvest and storage of Coffea arabica leaves to obtain a DNA with high
quality. The experiment was conducted in Seed Analysis Laboratory at Lavras Federal University with 12 treatments.
Were combined leaf moisture (dry and wet) x storage period (24h and 48h) x environment temperature (T°C
environment and 4°C) x silica gel within leaf storage bag. Were used two controls with the leaves harvested and after
this, stored next to ice or in liquid N, and immediately take to the laboratory for the DNA extraction. The DNA quality
analysis was done by the agarose gel electrophoresis for the genomic DNA and by the amplification of DNA fragments
using a microsatellite primer. To use silica gel when the leaves are dry and the leaves storage at 4°C by 24h or 48h
contributes to sample oxidation and results in a bad quality of DNA. The high quality DNA is obtained when dry or wet
leaves are harvested and stored in bags until 48 hours before the beginnings of extraction procedure.
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INTRODUCAO

A multiplicagdo in vitro do DNA por meio da técnica de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia) exige a
utilizacdo de DNA de alta qualidade, livre de metabolitos secundarios, como os compostos fenolicos. Uma das etapas
que é importante neste processo é a forma de coleta e a preservacdo do tecido vegetal a ser utilizado na extragdo. Os
cuidados iniciais na coleta da amostra podem reduzir problemas posteriores relacionados & amplificacio do DNA. E
interessante que o material a ser utilizado seja o mais fresco possivel, sendo que, frequentemente, aqueles em fase ativa
de crescimento das plantas fornecem os melhores resultados (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Além disto, o
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armazenamento da amostra até 0 momento de sua extracdo é também determinante para a obtencdo do DNA de boa
qualidade.

O cafeeiro é uma espécie sujeita a muita oxidacdo, principalmente nas folhas e nos frutos. Compostos
fendlicos como o acido 5-cafeoilquinico, também conhecido como acido clorogénico (CGA), principal substrato da
polifenoloxidase (PFO) estdo presentes em quantidades expressivas nesses tecidos. Eles exercem importante funcdo no
metabolismo, estando envolvidos em mecanismos de defesa da planta. Por outro lado, a oxidacdo dos compostos
fendlicos se constitui em um problema limitante a extracdo do DNA. Durante o processo de oxidacdo, a PFO sdo
ativadas e podem reagir com substratos fenolicos intra e extracelulares, oxidando-os a quinonas (Amorim, 1978) que
podem se ligar a proteinas das membranas ou enzimas e acarretar a morte celular.

E comum que seja realizada a coleta do tecido vegetal em local distante de onde sera feita a extragio e anélises
do DNA. Normalmente, para a extracdo de &cidos nucléicos, as folhas do cafeeiro sfo coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido (N5). Esse elemento paralisa a atividade das células e evita a oxidagdo de compostos
fenolicos. Apos a coleta e congelamento em N3 o tecido vegetal podera ser mantido a -20°C por algumas semanas ou a
-80° por um periodo mais prolongado (Ferreira & Grattapaglia, 1996), devendo ser descongelado imediatamente antes
da extracdo.

Obijetivou-se com esse trabalho determinar um método simples e eficiente de coleta e armazenamento de folhas
do cafeeiro que permita a posterior extracdo do DNA de alta qualidade.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laborat6rio de Anélises de Sementes da Universidade Federal de Lavras.

A coleta das folhas foi realizada no periodo da manha. Foram testadas diferentes formas de armazenamento de
amostras coletadas do terceiro par de folhas da porcdo média do cafeeiro, combinando-se os fatores umidade da folha x
tempo de armazenamento x condi¢cdo do ambiente (T°C) x utilizacdo de silica no recipiente de armazenamento da folha
(Tabela 1). Foram utilizados dois controles: A - folhas coletadas, armazenadas no campo em gelo e submetidas a
extragdo do DNA logo apds a sua coleta; B - idem a A, porém foram armazenadas no em N, liquido. A umidade da
folha, considerada neste trabalho, se refere ao fato da mesma ter sido secada com papel toalha eliminando com isto a
agua livre presente nela (“folha seca”) antes do armazenamento em saco plastico; ou simplesmente, coletada e
acondicionada em sacos plasticos (“folha imida”). A utilizacdo da silica teve o objetivo de reduzir a umidade relativa
do saco plastico onde foram acondicionadas as folhas. Para a determinacdo do tempo de espera, considerou-se um
tempo maximo de 48h necessario para que a amostra chegasse a um laboratério.

TABELA 1 - Tratamentos utilizados para coleta das folhas para extracdo do DNA. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamentos
1 Folha Umida armazenada por 48 horas em 3 sacos plésticos contendo silica em T° ambiente.
2 Folha Umida armazenada por 24 horas em 3 sacos plasticos contendo silica em T° ambiente.
3 Folha seca armazenada por 48 horas em 3 sacos plasticos contendo silica em T° ambiente.
4 Folha seca armazenada por 24 horas em 3 sacos plasticos contendo silica em T° ambiente.
5 Folha seca incubada a 4° C por 48 horas em saco plastico.
6 Folha Umida incubada a 4° C por 48 horas em saco plastico.
7 Folha seca armazenada por 48 horas em saco pléastico T° ambiente.
8 Folha Gmida armazenada por 48 horas em saco pléstico T° ambiente.
9 Folha seca armazenada a 4° C por 24 horas em saco plastico
10 Folha imida armazenada a 4° C por 24 horas em saco plastico.
11 Folha seca armazenada por 24 horas em saco plastico T° ambiente.
12 Folha imida armazenada por 48 horas em saco plastico T° ambiente.
13 Controle A
14 Controle B

A extracdo foi realizada com base na metodologia sugerida por Ferreira, & Gratapaglia (1996) com algumas
modificacdes. As folhas foram maceradas em N, liquido até a obtencdo de um p6 bem fino. Apds, foram adicionados a
200mg desse p6, 700uL do tampdo de extracdo CTAB 2% (CTAB 2%; 100mM Tris-HCI pH 7,5; 20mM de EDTA pH
8,0; 1,4M NaCl; 1% de PVP) com adicdo de 2% de B mercaptoetanol seguida de incubacdo a 65°C por 30 minutos. Ao
final deste periodo e as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e foram adicionados 600 uL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1), que foram invertidos gentilmente por 5 minutos para a obtencdo de uma emulsdo que,
posteriormente, foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado foi adicionado 400 uL de
isopropanol a -20° C. As amostras foram colocadas a -20° C por aproximadamente 15 minutos, para precipitacdo do
acidos nucléicos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 7500 rpm durante 5 minutos. O pellet foi lavado por
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2 vezes com 500 pL de etanol 70% , ficando imerso por 5 a 10 minutos a cada vez e em seguida lavado com 1000uL de
etanol absoluto durante 3 minutos. O pellet foi secado e ressuspendido com 50 pL de &gua deionizada autoclavada e
armazenado a -80°C. A extracdo do DNA foi realizada em duas repeticbes de cada tratamento. Durante o
armazenamento do DNA extraido, houve a perda de uma das repeticGes dos tratamentos 2, 3 e 9. A quantificacdo foi
realizada em gel de agarose 0,7%, sendo aplicadas duas repeticGes de cada amostra.

Apo6s 60 dias da extracdo, para a confirmacdo da qualidade, as moléculas de DNA das amostras foram
amplificadas por meio de PCR, utilizando um par de primers de microssatélites. O DNA amplificado foi aplicado em
gel de acrilamida 10% e foi corado com solugéo de nitrato de prata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, foram consideradas as varidveis umidade, temperatura e tempo de espera da amostra
(armazenamento) até o momento da extragéo para que fossem englobados fatores que poderiam influenciar a oxidagéo
da amostra no momento de sua extragdo. Soares & Machado (2007) citam que as espécies reativas de oxigénio (ERO),
tais como, o oxigénio singleto (*O,), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH') ou superéxido (O,7), em
elevados niveis sdo toxicas e diretamente relacionadas ao processo de oxidacdo. A producdo de ERO é favorecida por
varios fatores ambientais de estresse como a exposicdo a niveis elevados de luminosidade, seca, extremos de
temperatura, estresse fisico, mecanico e também como resposta a estresse biéticos, dentre outros.

Na quantificacdo em agarose todas as amostras apresentaram uma boa qualidade e as concentragdes do DNA
foram bem variaveis (Figura 1).

Os pellets das amostras 3, 4, 5, 6, 9 e 10 apresentaram uma coloracdo escura, indicando a ocorréncia de
oxidacdo do DNA extraido. As folhas dessas amostras antes da extracdo ja se apresentavam escurecidas. Pode-se
verificar entdo que quando as folhas foram mantidas a baixa temperatura (4°C) por 24 ou 48h apds a coleta
(tratamentos 5, 6, 9 e 10), houve o favorecimento do processo de oxidagdo das folhas do café. Além disto, a utilizacdo
da silica quando as folhas foram secas com papel toalha (amostras 3 e 4) interferiu de maneira negativa na qualidade do
DNA extraido. J& as moléculas de DNA extraidas das demais amostras (1, 2, 7, 8, 11, 12, 13, 14) eram transparentes,
quase impossiveis de serem visualizados, o que é desejavel, pois indica que 0 DNA ¢é livre de impurezas como sais,
carboidratos, compostos fendlicos, etc.
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Figura 1: Quantificagdo de DNA de 14 amostras de folhas de cafeeiro, realizada em gel de agarose 0,7%. O DNA foi
extraido de diferentes formas combinando-se os fatores umidade da folha x tempo de armazenamento x condi¢do do
ambiente (T°C) x utilizacéo de silica no recipiente de armazenamento da folha.

Apobs 60 dias, o DNA das amostras foram amplificados com um par de primers microssatélite. O resultado
mostrou uma degradacdo do DNA das amostras 3 ,4, 5, 6 e 9, que apresentaram o pellet escurecido. O DNA das outras
amostras amplificaram bandas nitidas. A utilizacdo da silica quando as folhas foram secas com papel toalha (3 e 4)
interferiu de maneira negativa na qualidade do DNA extraido.

Os melhores resultados da amplificagdo do DNA foram observados para os tratamentos 7, 8, 11, 12 e para 0s
controles A e B.

CONCLUSOES

Folhas umidas ou secas, acondicionadas em saco plastico, podem ser armazenadas por até 48 horas antes do
inicio do procedimento de extragcdo do DNA.
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