-
CIRCULAR TECNICA

Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
Departamento de Informagao Tecnolégica

Av. José Candido da Silveira, 1647 - Unido - 31170-495
Belo Horizonte - MG - www.epamig.br - Tel. (31) 3489-5000

EPLMIG

Pesquisa Agropecuaria

GOVERNO
A DE MINAS

AQUI O TREM PROSPERA.

AGRICULTURA,
PECUARIA E
ABASTECIMENTO

Protocolo otimizado para a extragao do DNA de cacau
com o uso de disruptor de células’

Luciana Cardoso Nogueira Londe?, Joyce Costa Ribeiro®, Kennia Karolline Gongalves Pereira*,
Ely Caroliny Dias Soares®, Bruna Rafaella Alves da Silva®, Gabriela Cristina Alves Custodio’,
Ana Flavia Nascimento Ribeiro®, Samy Pimenta®

INTRODUGCAO

No processo de caracterizagdo genética de
espécies vegetais, a extragdo do acido desoxirribo-
nucleico (DNA) de alta qualidade é etapa fundamen-
tal, servindo como base para a aplicagao de técnicas
moleculares como a Reagédo em Cadeia de Polimera-
se — polymerase chain reaction (PCR) e a genotipa-
gem apoiada em marcadores moleculares (Azevedo,
2019). Qualquer problema nesta fase pode compro-
meter as etapas subsequentes, resultando em falhas
na amplificagdo de DNA, erros na analise de frag-
mentos ou na identificagao incorreta de variantes ge-
néticas (Rosenbaum et al., 2019).

O sucesso da extracdo depende de diversos
fatores, incluindo a escolha do protocolo mais ade-
quado para o tipo de tecido e espécie, o estadio de
desenvolvimento do material vegetal e o manejo cri-
terioso de utensilios e reagentes para evitar conta-

minagdes. No caso do cacau (Theobroma cacao),
a presenca de polifendis, taninos e polissacarideos
representa um desafio significativo. Esses compos-
tos, abundantes nas folhas e sementes, podem-se
oxidar rapidamente e ligar-se ao DNA, dificultando a
purificagdo e prejudicando a integridade do material
genético (Henao Ramirez; Salazar Duque; Urrea Tru-
jillo, 2018).

Para superar essas limitagdes, o uso de dis-
ruptores de células tem sido recomendado, pois pro-
move a quebra fisica eficiente do tecido vegetal, fa-
vorecendo a liberagdo do DNA e minimizando a agéo
de contaminantes que comprometem sua qualidade
(Carey et al., 2023).

Neste contexto, esta Circular Técnica apresen-
ta um protocolo otimizado para a extracdo do DNA
de gendtipos de cacau oriundos de um programa de
melhoramento genético da Universidade Estadual de
Montes Claros (Unimontes), utilizando disruptores de
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células. Sao descritas as etapas de coleta e prepa-
ro das amostras, extragao, purificagdo e analise da
qualidade do DNA, com recomendagdes para reduzir
a contaminagao por compostos secundarios e asse-
gurar alto rendimento e pureza.

USO DO DISRUPTOR DE CELULAS NO
PREPARO DE AMOSTRAS

De acordo com a Loccus® (2025), o disruptor
celular mecanico utiliza microesferas (beads) escolhi-
das especificamente para o tipo de amostra. A inten-
sidade da agitagdo provoca perturbacdes celulares,
por meio do impacto constante de alta velocidade.
Esse procedimento é util para homogeneizagéo, res-
suspensao, maceragao, disrupgao e até para extra-
¢ao do DNA de diversos tipos de tecidos e células.
E altamente eficaz para amostras dificeis de serem
homogeneizadas em agitadores comuns. O disruptor
de células realiza tanto a homogeneizagao quanto a
disrupgao simultdnea de até 24 amostras em micro-
tubos descartaveis de 2 mL (Fig. 1).

Figura 1 - Folha jovem de cacau (Theobroma cacao) em
solucao de lise no disruptor de células
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No processo de extragdo do DNA vegetal, o
uso de materiais descartaveis, como microtubos e
ponteiras de micropipetas, garante a qualidade e a
integridade das amostras. Fabricados em polipropile-
no, esses itens sao inertes e evitam contaminacoes
quimicas e bioldgicas. O uso de materiais descarta-
veis é pratica padrdo em procedimentos molecula-
res, pois minimiza o risco de contaminacao por DNA
exdégeno ou nucleases, o que pode comprometer
as andlises subsequentes, como a PCR (Wu et al.,
2018). Os microtubos sao utilizados para macerar o
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tecido vegetal e centrifugar as amostras, enquanto
ponteiras descartaveis asseguram a precisdo na ma-
nipulagao dos reagentes.

ETAPAS DO PROCESSO DE EXTRAGAO DO DNA

A extragcdo do DNA vegetal envolve varias
etapas, cada uma com reagentes especificos para
garantir a obtencdo de DNA de alta qualidade para
analises moleculares. Cada uma dessas etapas é im-
portante para assegurar a pureza, a concentragéo e
a estabilidade do DNA extraido, mantendo sua qua-
lidade para os proximos procedimentos moleculares
(Splabor, 2024).

Lise celular

Nesta primeira etapa, o tecido vegetal é rompi-
do mecanicamente (com disruptores) e quimicamente
(com tampdes como o brometo de cetiltrimetilamonio —
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)). O objetivo
€ liberar o conteudo celular, incluindo o DNA, enquan-
to se protege a amostra de nucleases (Fig. 2). Uma
lise eficiente é fundamental para garantir que todo o
material genético seja acessado sem degradagéo.

Figura 2 - Solugédo contendo amostras de cacau (Theobroma
cacao) apos a lise celular

Remocgéao de contaminantes

Apos a lise, adiciona-se ao microtubo a solugao
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) para purificagéo
do DNA e para separar proteinas, lipidios e outras im-
purezas da fase aquosa, onde o DNA fica dissolvido.
Essa separacéo € essencial para garantir que o DNA
esteja livre de contaminantes que poderiam interferir
em analises posteriores, como a PCR (Fig. 3).
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Figura 3 - Solugéo centrifugada de amostras de cacau
(Theobroma cacao) apos a adigéo da solugao
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1)

Joyce Costa Ribeiro

Precipitagcao do DNA

O DNA é precipitado com etanol absoluto ou
isopropanol gelado (armazenado em ultrafrezeer a
-80 °C), o que permite sua visualizacdo e separacao
(Fig. 4). A adicao de etanol faz com que o DNA se
agregue, facilitando sua recuperagéo por centrifuga-
¢ao. Este passo é importante para concentrar o DNA
em um volume menor, pronto para analise.

Figura 4 - Solugdo com DNA precipitado apos a adigéo de
isopropanol gelado

Purificagao, lavagem e ressuspensao do DNA

O DNA precipitado é purificado com etanol 70%
e 95% para remogao de sais e impurezas residuais,
garantindo sua pureza para procedimentos como PCR
e sequenciamento. Apés a secagem do precipitado, o
DNA é ressuspenso em solugéo tampao (geralmente
Tris-EDTA (TE) ou agua ultrapura, fundamental para
armazenar o DNA em solucao estavel e preservar sua
integridade para andlises futuras.

PROCEDIMENTO PARA EXTRAGAO DO DNA

A preparagao das amostras de espécies de ca-
cau inicia-se com a coleta de folhas jovens (Fig. 5),

Figura 5 - Representacao esquematica das etapas do processo de extragcdo do DNA de cacau (Theobroma cacao)

2. Adigao da solugao de extragao
Solugao de CTAB + 100 mg de
tecido foliar + 3 a 5 microesferas (beads).

K

8. Centrifugagcao

por 1 a 2 minutos.

1. Coleta das amostras
Folhas jovens de
Capsicum ssp.

novamente a cada lavagem.

9. Ressuspensao do DNA

O pellet de DNA é seco ao ar livre.

O DNA é ressuspenso em solugéo
Tris-EDTA (TE) ou ou agua ultrapura.

3. Lise no disruptor de células
Os tubos sao colocados no disruptor
de células e lisados em alta velocidade

O DNA é sedimentado por centrifugacéo
a 11.000 rpm por 10 minutos, lavado
com etanol 70% e 95%, e centrifugado

7. Precipitagdao do DNA

A fase aquosa superior é transferida
para um novo tubo, e 500 pL de
etanol absoluto ou isopropanol
gelado séao adicionados.

4. Incubagido em banho-maria
Os tubos séo incubados a 65 °C

%‘f/ por 30 minutos, com inverséo

ocasional para homogeneizagéao.

5. Adicao de cloroféormio:alcool isoamilico
Adicionam-se 800 pL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) e mistura-se vigorosamente
por 1 minuto.

6. Centrigugagao

Os tubos s&o centrifu- g
gados a 10.000 rpm por

10 minutos a 4 °C.

£
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Fonte: Elaboragao da autora Joyce Costa Ribeiro.

Joyce Costa Ribeiro

Nota: CTAB - Brometo de cetiltrimetilamonio; TE - Tris-EDTA; EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético; DNA - acido
desoxirribonucleico; Rom - Rotagao por minuto; pL - Microlitro.
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que devem ser armazenadas sob refrigeragdo ou
congelamento para evitar a degradagcdo do DNA
(Doyle; Doyle, 1987). Alternativamente, amostras ar-
mazenadas em ultrafreezer (-80 °C) também podem
ser utilizadas nesse processo.

Para a disrupgéo fisica das células, 100 mg de
tecido foliar congelado s&o colocados em microtubos
de 2 mL, com adigédo de 3 a 5 esferas de zirconio (es-
feras de 3,0 mm séo indicadas para a lise de células
e a maceracao de tecidos duros de animais e de ve-
getais). Em seguida, adicionam-se 700 L de solugéo
de extragdao CTAB. Os tubos sao colocados no disrup-
tor de células e tecidos L-Beader 24© (Loccus, 2025),
onde o tecido é triturado em alta velocidade por 1 a
2 minutos, ou conforme indicado pelo fabricante, até
que seja completamente pulverizado. Os tubos s&o in-
cubados em banho-maria a 65 °C por 30 minutos, com
inversdo ocasional para homogeneizagao.

Apods esse tempo, 800 pL da solugdo de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) sao adicionados,
e a mistura é agitada vigorosamente por 1 minuto. Os
microtubos sédo entdo centrifugados a 10.000 rpm por
10 minutos a 4 °C. Para a purificacdo do DNA, a fase
aquosa superior (contendo o DNA) é cuidadosamente
transferida para um novo microtubo de 1,5 mL, ao
qual sado adicionados 500 pL de etanol absoluto ou
isopropanol gelado para precipitar o DNA. O DNA
€ sedimentado por centrifugagdo a 11.000 rpm por
10 minutos, lavado com etanol 70% e, posteriormen-
te, com etanol 95%, sendo novamente centrifugado.
O precipitado é seco ao ar livre (em temperatura am-
biente) e ressuspenso em 50-100 L de solugdo TE
ou agua ultrapura.

INTEGRIDADE DO DNA EXTRAIDO

De acordo com a Thermo Fisher Scientific
(2022) a analise da integridade e pureza do DNA
extraido é frequentemente realizada por meio de
espectrofotometria, utilizando instrumentos como o
NanoDrop®. Esse método baseia-se na medicédo da
absorbancia do DNA em comprimentos de onda es-
pecificos, 260 e 280 nm. O DNA puro absorve luz a
260 nm por causa da presencga de nucleotideos, en-
quanto proteinas e outros contaminantes, como fenol,
absorvem a 280 nm. A relagao entre as absorbancias
a 260 e 280 nm (260/280) é usada para avaliar a pu-
reza da amostra. Valores entre 1,8 (aceito como DNA

“puro”) e 2,0 (aceito como RNA “puro”) podem indicar
que o DNA esta livre de contaminagéo proteica ou de
solventes, sugerindo que o DNA extraido é adequado
para analises moleculares subsequentes, como PCR
e genotipagem (Datamed, 2019).

Alternativamente, a relagdo 260 e 230 nm
(260/230), que normalmente deve ser proxima de 2,0
é utilizada para avaliar a presenga de contaminantes
organicos e sais que podem interferir nas reagdes en-
zimaticas. De acordo com Passaglia e Zaha (2014),
o NanoDrop® é amplamente utilizado pela precisdo
e pela pequena quantidade de amostra necessaria
(cerca de 1-2 uL), proporcionando uma analise rapi-
da e eficiente. O controle adequado dessas relagdes
de pureza é essencial para garantir que o DNA possa
ser utilizado de maneira eficiente em experimentos
moleculares sem comprometer os resultados.

QUALIDADE DO DNA POR ELETROFORESE

De acordo com Acquaad (1992), a eletroforese
€ uma técnica bioquimica versatil, rapida e de gran-
de poder informativo, inicialmente realizada em meio
liquido e aperfeicoada ao longo das décadas. Nos
anos de 1950, experimentos de Smithies em 1955 e
de Hunter e Market em 1957 usando a técnica de ele-
troforese contribuiram para sua evolugéo, tornando-
-a essencial em biologia molecular (Brammer, 2001;
Oliveira et al., 2015). A técnica € amplamente aplica-
da na analise de enzimas, proteinas e acidos nuclei-
cos, sendo util em estudos de genética, taxonomia,
fisiologia e identificacdo de organismos. Recente-
mente tem sido usada na caracterizagao de molécu-
las de DNA e acido ribonucleico (RNA), auxiliando
no mapeamento e sequenciamento de nucleotideos
(Fig. 6).

A eletroforese envolve a migragao de molé-
culas ionizadas em campo elétrico, conforme suas
cargas e pesos moleculares (Fig. 6). De acordo com
McPherson (2011), as moléculas com carga negativa
movem-se para o anodo (positivo), enquanto as de
carga positiva vao para o catodo (negativo). A carga
liquida das moléculas depende dos aminoacidos que
as compdem. Como as proteinas sao anféteras, po-
dendo adquirir cargas positivas ou negativas confor-
me o pH, é essencial manter o pH constante durante
0 processo, 0 que é garantido pelo uso de solugdes-
-tampé&o (Brammer, 2001; Leal et al., 2019).
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Figura 6 - Representagdo esquematica de um processo de eletroforese
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Fonte: Bordoni (2011).

Nota: A - Sistema de eletroforese com aplicagéo das amostras e migragédo do DNA no gel sob campo elétrico; B - Separa-
¢éo dos fragmentos de DNA por tamanho apés a corrida eletroforética.

CONSIDERAGOES FINAIS

A extragcao do DNA de alta qualidade é essen-
cial para analises moleculares aplicadas ao melhora-
mento genético do Theobroma cacao, especialmente
diante dos desafios impostos por compostos como
polifendis e polissacarideos. O uso de disruptores
mecanicos de células, aliado a um protocolo otimiza-
do de extracao, purificacédo e avaliagao da qualidade,
demonstrou eficiéncia na obtencdo de amostras pu-
ras e integras, adequadas para PCR, genotipagem e
sequenciamento. A aplicacdo deste método em pro-
gramas de melhoramento, como o da Unimontes, for-
talece a caracterizagado genética, auxilia na selegao
assistida por marcadores e contribui para o desenvol-
vimento de cultivares mais produtivas e resistentes.
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