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rottet, 1842). Apesar de ser um grao
nao essencial a alimentagdo huma-
na, o café é produzido por milhdes
de produtores em mais de 60 pai-
ses, sendo o Brasil o maior produtor,
o que reflete em uma ampla cadeia
produtiva, considerada uma das
mais lucrativas do mundo (Concafe,
2020; USDA, 2021). Entretanto, a
manutencéo dessa cadeia produtiva
enfrenta desafios em fungcao das di-
ferentes pragas que a ameagam.

Introducao

O bicho-mineiro do cafeei-
ro (BMC) (Leucoptera coffeella)
(Guérin-Méneville & Perrottet) (Le-
pidoptera: Lyonetiidae) é uma pra-
ga exclusiva dos cafeeiros, capaz
de causar prejuizos de até 87% na
producdao (Neves, 2016; Souza et
al., 2006). Durante os estadios ini-
ciais,os quatro instares larvais do
BMC se alimentam do mesofil6 foliar
(Motta et al.,2021), causando necro-

se e desfolha que comprometem a
capacidade fotossintética da planta,
afetando diretamente a qualidade e
producdo dos graos de café (Costa
et al., 2012; Guérin-Méneville; Per-

O controle do BMC a partir
de pesticidas quimicos é necessario,
entretanto acarreta desvantagens
como a selegdo de populacgdes re-
sistentes, custos elevados e efeitos



nocivos ao ambiente e a saude hu-
mana (Leite et al., 2020; Leite et al.,
2021; Dantas et al.,2021). Estas limi-
tacdes evidenciam a necessidade do
desenvolvimento de estratégias para
aimplementacao de sistemas de ma-
nejo integrado de pragas (MIP), que
permitam o aumento e qualidade da
producdo dos gréos e concomitante-
mente proteja o ambiente (Sawinska

et al., 2020; Dantas et al.,2021).

Nesse sentido, a caracteri-
zacao molecular de L. coffeella com
0 sequenciamento do seu genoma
de referéncia é fundamental para o
aprimoramento de técnicas de me-
Ihoramento genético, além de ser re-
feréncia para analises do seu trans-
critoma, que permitira, por exemplo,
estudos moleculares como a explo-
racao de genes-alvo para o silencia-
mento génico via RNA interferente
(RNAi) e marcadores moleculares.
Estas abordagens viabilizardo o de-
senvolvimento de solugdes biotec-
nolégicas visando o controle dessa
importante praga nos parques cafei-
colas.

Para tal, desenvolvemos um
novo método que garantiu de forma
consistente a obtencdo de DNA ge-
némico (DNAgQ) com alta qualidade,
exigida para sequenciamento

Long-Read (PacBio). Essa tecnolo-
gia permite grande comprimento de
leitura, podendo alcancar até 60-80
kb, necessitando o estabelecimento
de extragdo de amostras de DNAg
com tamanho de fragmento e quali-
dade suficientemente altos que per-
mitam comprimentos de leitura mais
longos (Oppert et al., 2019). Descre-
vemos a seguir o protocolo de ex-
tragdo de DNAg estabelecido para o
BMC.

Material e Métodos

As extragbes foram realiza-
das a partir de pupas do BMC coleta-
das em folhas de C. arabica, em que
se utilizou o kit E.Z.N.A insect DNA
(Omega BioTek, Cat. No.: D0926-02)
para obtencdo do DNAg do inseto. O
protocolo fornecido pelo kit foi modi-
ficado para obter maior quantidade e
qualidade de DNAg extraido.

Lise celular: devido a perda da quan-
tidade e qualidade da amostra (da-
dos ndo mostrados), ndo seguimos
o protocolo sugerido pelo kit de ma-
ceragao em nitrogénio liquido. Para
promover a lise celular, macerar 20
pupas (aproximadamente 10 mg) em
tubo Dounce acrescido de 700 uL
de tampéo de lise (CTL) por apro-
ximadamente 2 minutos. Transferir



a amostra macerada para um tubo
de microcentrifuga estéril de 1,5 mL
com auxilio de uma pipeta de 1 mL
com ponteira de boca larga.

Digestao de proteinas: adicionar 5 L
de proteinase K (Invitrogen, Cat.
No.: AM2544) ao tecido macera-
do em tampao CTL. Inverter o tubo
cuidadosamente 10 vezes e incubar
por 16 horas a 37 °C sob agitagao
leve (100 rpm). Aiincubacé&o por mais
tempo (16 horas) e temperatura mais
baixa (37 °C) aumentou o rendimen-
to e reduziu a degradagéao das amos-
tras.

Extragdo do DNA: adicionar 700 uL de
cloroformio: alcool isoamilico (24:1)
e inverter o tubo cuidadosamente
20 vezes. Para evitar a degradacao,
nao recomendamos o uso do Vortex.
Centrifugar a 10.000 x g por 2 minu-
tos a temperatura ambiente. Transfe-
rir a fase aquosa (aproximadamente
500 pL) para um novo tubo de mi-
crocentrifuga estéril de 1,5 mL com
auxilio de uma pipeta com ponteira
de boca larga. Evitar qualquer preci-
pitado leitoso formado na interface.

Digestdo de RNAse: adicionar 3 pL
de RNAse A (Invitrogen, Cat. No.:
12091021). Inverter o tubo cuidado-
samente 10 vezes e incubar por 30
minutos a 37 °C. Transferir a amos-
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tra para novo tubo de microcentrifu-
ga estéril de 2 mL. Adicionar 500 pL
de tampéao BL. Inverter o tubo cuida-
dosamente 20 vezes e incubar por
10 minutos a 70 °C.

Precipitagcdo do DNA: adicionar 1 mL
de etanol 100% e inverter o tubo cui-
dadosamente 20 vezes. Para evitar
a degradacgao, ndo recomendamos o
uso do Vortex.

Purificagdo do DNA: Com auxilio de
uma pipeta de 1 mL com ponteira
de boca larga, adicionar 750 yL da
amostra a Mini Coluna HiBand DNA
inserida em um tubo de coleta de 2
mL (ambos fornecidos no kit). Centri-
fugar a 15.000 x g por 30 segundos.
Descartar o filtrado e repetir a etapa
anterior, na mesma coluna, até o vo-
lume da amostra acabar. O ultimo
volume deve ser centrifugado por 1
minuto. Adicionar 500 uL de tampao
HBC. Centrifugar a 15.000 x g por 1
minuto. Descartar o filtrado e adicio-
nar 700 pL de tampao de lavagem de
DNA (fornecido no kit). Centrifugar a
15.000 x g por 1 minuto. Repetir a
etapa anterior para uma segunda la-
vagem. Apés as etapas de lavagem,
centrifugar a coluna vazia por 2 minu-
tos a 15.000 x g. Transferir a coluna
para um novo tubo de microcentrifu-
ga estéril de 1,5 mL. Adicionar cuida-
dosamente no centro da membrana



da coluna: 15 pL do tampéo de elui-
¢ao a temperatura ambiente, incubar
por 5 minutos, centrifugar a 15.000 x
g por 30 segundos, adicionar nova-
mente mais 15 uL do tampéao de elui-
¢ao a temperatura ambiente, incubar
por mais 5 minutos e centrifugar a
15.000 x g por 30 segundos.

Controle de qualidade e armazenamen-
to: apos a extragao, o DNA deve ser
avaliado quanto a sua quantidade e
qualidade, analisados em NanoDrop,
Qubit, eletroforese em gel de agaro-
se e Femto Pulser. O DNA deve ser
armazenado a 4 °C. Se necessario,
as amostras podem ser congeladas
a -20 °C, entretanto a qualidade
pode ser comprometida.

Resultados e
Discussao

Neste protocolo apresenta-
mos uma nova metodologia, rapida
e reproduzivel para obtencado de
DNAg do BMC com elevada quali-
dade para sequenciamento Long-
Read (PacBio). Os insetos, em sua
maioria, possuem altas quantidades
de quitina em sua estrutura, além de
apresentarem habitos alimentares
com componentes que dificultam a
extragdo de material genético de alta
qualidade (Wouters, 2020). Alguns

meétodos tradicionais de extracao de
DNAg utilizados em outros insetos
nao foram aplicados com sucesso
para as extracbes das nossas amos-
tras (Wouters, 2020). Dessa forma,
exploramos diferentes protocolos
bem sucedidos (recomendados pela
PacBio) em insetos como Anopheles
coluzzii, Tribolium castaneum e
Hyles vespertilio (Kingan et al., 2019;
Oppert et al., 2019; Pippel et al.,
2020) para estabelecer o protocolo

de extragdo de DNAg para o BMC.

Apos realizarmos testes de
extracbes de diferentes estadios de
desenvolvimento (pupas, diferentes
estadios larvais e adultos), conclui-
mos que as pupas forneceram DNA
de melhor qualidade, por n&o apre-
sentarem abundancia de material
quitinoso e vestigios alimentares em
seu sistema digestivo. As amostras
de DNAg extraidas apresentaram
concentracdes, relagdes de absor-
bancia (A260/A280 e A260/A230) e
integridade recomendadas para se-
quenciamento Long-Read (PacBio).
As avaliacbes desses parametros fo-
ram conduzidas em NanoDrop e Qu-
bit (Tabela 1), gel de agarose (Figura
1) e Femto Pulse (Figura 2).
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Tabela 1: Razdes de absorbéancia e concentracdes de DNAg de pupas de L. coffella
quantificadas no Nanodrop e Qubit, respectivamente

Amostra A260/A280 A260/A230 Concentracao (ng/pL) Nanodrop Concentragao (ng/puL) Qubit
P1 1,83 2,22 360,8 309,6
P1 1,88 2,25 370,1 260,0

1 kb+ rl

12.000 pb

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio apés 1
hora e 30 minutos de corrida a 50 volts (V). O marcador utilizado foi o 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen) (pogo 1). Amostras P1 e P2 com bandas de DNAg com tamanho

superior a 12.000 pb (setas vermelhas).



Sample 1 : 1

Sample 2 : 7]

i

Figura 2: Eletroferograma do controle de qualidade das amostras de DNAg estimado
no Femto Pulse (Agilent). P1: 46,3 % de fragmentos acima de 20.000 pb; P2: 49,9 %
de fragmentos acima de 20.000 pb, ideal para o sequenciamento PacBio.

Mudangas importantes fo-
ram realizadas no protocolo do kit
E.Z.N.Ainsect DNA: 1) o material ve-
getal nao foi macerado em nitrogénio
liquido. Para promover a lise celular,
as pupas foram maceradas em tubos
Dounce com tampao CTL (fornecido
no kit); 2) para evitar a degradagao
do DNAg, pipetas de calibre maior
e com ponteira de boca larga foram
utilizadas para qualquer movimen-
tacdo da amostra; 3) o Vortex néo
foi adotado para misturar as amos-
tras. Foram realizados movimentos
suaves por inversao; 4) durante a
lise celular e digestdo de proteinas,
as amostras foram incubadas por
mais tempo a uma temperatura mais
baixa e sob agitacao leve para au-

mentar o rendimento e reduzir a de-
gradagéo das amostras; 5) o DNAg
nao foi eluido em tampao aquecido
a 70 °C. O DNAg se manteve mais
integro apds a eluicao em tampao a
temperatura ambiente e 6) o volume
do tampao de eluicdo foi reduzido
para nao diluir as amostras. Essas
recomendacbes forneceram melho-
rias significativas para a obtengao
do DNAg de L. coffella e podem ser
aplicadas para outras espécies de
insetos.
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