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SILVA, P.C. CAPITULO 1: REACAO DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR
AO SPORISORIUM SCITAMINEUM 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagéo em Biotecnologia) — Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados/
MS.

RESUMO

A cana-de-acucar, Saccharum officinarum, € um dos principais produtos agricolas do
Brasil. O pais ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de producdo e exportacdo de
acucar e etanol, sendo Mato Grosso do Sul um dos grandes produtores. O carvao é uma
das doencas mais importantes da cultura, podendo causar perdas de até 100% da
produtividade. Uma das formas de evitar os danos causados pelo fungo Sporisorium
scitamineum na cana-de-aclcar, pode ser dada pela adocdo de cultivares
tolerantes/resistentes. Isto pode ser alcangcado por meio de programas de melhoramento
genético, utilizando técnicas de inoculacdo e avaliacdo da doenca sob 0s gendtipos.
Neste aspecto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de quantificar a doenca do
Sporisorium Scitamineum em um clone e duas variedades de cana-de-agUcar e estimar
sobre a tolerancia/resisténcia ao patdégeno. O experimento foi conduzido em
delineamento de blocos casualizados, com quatro repeticdes, em &rea da fazenda
experimental da UFGD, no periodo de 2015/2016 em Dourados/MS. Foi realizada a
inoculacdo de uma suspensdo de telibsporos de Sporisorium scitamineum em 4
gendtipos de cana-de-agUcar, com reacOes diferentes ao carvdo. Foram avaliadas as
caracteristicas: numero total de touceiras (NTT), ndmero total de perfilhos (NTP),
numero de plantas doentes (NPD) e nimero total de chicotes (NTC). Os dados foram
analisados em blocos ao acaso com medidas repetidas no tempo. O resultado das
quantifica¢bes do carvao entre 0s genotipos da cana-de-agucar, ndo foram significativos
para os caracteres de numero de plantas doentes (NPD) e nimero total de chicotes
(NTC). No entanto, por meio das médias e representacdes graficas, foi possivel verificar
que a incidéncia do fungo variou entre os gendtipos. A variedade A considerada de
reacdo desconhecida ao carvdo, apresentou valores médios de incidéncia de plantas
doentes similares ao do clone A e da variedade B, considerados de reagdo susceptivel ao
patdgeno Sporisorium scitamineum. A variedade C ndo apresentou sintomas da doenca
mesmo diante da inoculagdo do patdgeno, confirmando a sua reacdo de resisténcia.

Palavras-chave: Saccharum officinarum L.; Sporisorium scitamineum; Inoculag&o.
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SILVA, P.C. CAPITULO 2: OTIMIZA(;AO DE PROTOCOLO DE EXTRAQAO
DE DNA DE TECIDO FOLIAR DA CANA-DE-ACUCAR, 2016. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduagdo em Biotecnologia) — Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados/ MS.

RESUMO

Uma das principais doencas da cana-de-aclcar o carvdo, € causada pelo fungo
Sporisorium scitamineum, este com periodo de incubacdo longo, dificultando sua
deteccdo precoce, podendo levar a perda de 100% da produtividade em gendtipos
susceptiveis. As técnicas de biologia molecular permitem a identificacdo e
caracterizacdo de genes de importancia econémica, podendo ser empregada, por
exemplo, na diagnose precoce de doengas, como do carvao, possibilitando fonte de
informacdes relevantes em programas de melhoramento. Neste aspecto, este trabalho
tem como objetivo otimizar um protocolo de extracdo de DNA do tecido foliar de cana-
de-acucar baseado no método Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), que possa ser
empregado na diagnose precoce da presenca do fungo Sporisorium scitamineum por
técnicas moleculares. Para a otimizacdo da metodologia da extracdo de DNA, foram
realizadas extraces do DNA de tecido foliar de cana-de-agUcar, em duplicata, de
acordo com o protocolo 1 e protocolo 2 com adaptagdes. O numero de amostras
extraidas e a qualidade do DNA segundo a metodologia 1, foi menos eficiente extraindo
20% das amostras, com valor médio da quantificagdo do DNA de 37,12ng/ul, o
protocolo 2 com adaptacOes possibilitou a extracdo de 66,66% das amostras, com valor
médio da quantificagdo de 147,57ng/ul. Adaptagdes no protocolo baseado no método
Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS) de Dellaporta et al. (1983), implicaram em resultados
eficientes na extracdo de DNA do tecido foliar de cana-de-aclcar. Mostrando-se
promissor para ser aplicado em estudos futuros de amplificagdo e caracterizagao
molecular, podendo auxiliar na diagnose precoce de doengas como o carvao e sobre a
susceptibilidade e tolerancia/resisténcia das cultivares.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, biotecnolgia, DNA génomico.
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CAPITULO 2. OTIMIZACAO DE PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE
TECIDO FOLIAR DA CANA-DE-AGCUCAR

1- INTRODUCAO

Uma dos patdgenos mais importantes da cultura da cana-de-agucar é
Sporisorium scitamineum, que causa a doenca do carvdo. Este patdgeno pode acarretar
na reducdo de perfilhos industrializaveis e no teor de sacarose, ocasionando danos em
torno de 80% em cultivares susceptiveis.

Os sintomas causados pelo S. scitamineum, aparecem em torno 2 a 4 meses de
idade, com o pico entre 6 a 7 meses. Constituida por uma estrutura de teliésporos
unicelulares e dicaridticos, que € conhecida como chicote, devido a sua forma.

Uma das formas de controle desta doenca é por meio do uso de cultivares de
cana-de-acgucar resistentes ao patdgeno causador do carvao. As cultivares resistentes sao
normalmente obtidas em Programas de Melhoramento de Plantas, que muitas vezes
utilizam as técnicas de biologia molecular, como por exemplo na detec¢do precoce de
doencas.

Para isto, sdo necessarias amostras de DNA genémico integro e em quantidade
suficiente para analises, sendo essencial que se disponha de métodos de extracdo
rapidos e eficientes na obtencdo de DNA de boa qualidade.

Atualmente, encontram-se na literatura varios os métodos de extracdo utilizados
na obtencdo de DNA de cana-de-agucar, como o de Keb-Llanes et al. (2002), e Doyle &
Doyle (1990). Entretanto, problemas com contaminacdo por compostos fendlicos sdo
comuns e podem dificultar os processos de amplificacdo do material genético alvo
(SAHA et al., 1997).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi de otimizar um protocolo de extracéo
de DNA do tecido foliar de cana-de-agucar baseado no método Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS), que possa ser empregado na diagnose precoce do patdgeno Sporisorium

scitamineum .
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - A biotecnologia e 0 uso de marcadores moleculares na cana-de-agucar

A Diotecnologia pode ser definida como um conjunto de técnicas de
manipulacdo de sistemas bioldgicos, organismos ou derivados desses para produzir ou
modificar produtos, processos e servicos especificos. Esse conceito amplo inclui
metodologias que sdo utilizadas em grande escala na agricultura desde o inicio do
século XX, como a cultura de tecidos, a fixacdo bioldgica de nitrogénio, o controle
biolégico de pragas, e mais recente 0 uso de técnicas moleculares (SILVEIRA et al.,
2005).

O genoma de cada individuo possui sequéncias especificas de nucleotideos, que
o diferencia dos demais, a analise molecular permite detectar variabilidade, como
também determinar pontos de referéncia nos cromossomos, possibilitando assim, um
aumento da eficiéncia da selecdo precoce e/ou indireta em cana-de-agucar (LANDELL
& SILVA, 2004).

O desenvolvimento de marcadores moleculares para a escolha de parentais
superiores, ou genes ligados a resisténcia contra pragas e agentes patogénicos, como no
caso do fungo Sporisorium scitamineum, permite um deteccdo mais rapida e uma
conducdo mais precisa dos programas quando comparado as selecGes baseadas em
métodos convencionais, pois os marcadores ndo sofrem influéncia do ambiente, e
possibilitam a triagem de caracteristicas qualitativas e/ou quantitativas em clones ainda
em fase juvenil (seedlings), reduzindo assim, o tempo e a area de experimentacdo
necessaria (ALZATE-MARIN et al., 2005).

2.2 — Extracdo de DNA

A extracdo de DNA é o primeiro passo para sua utilizacdo em técnicas
moleculares. Neste aspecto, a qualidade e integridade do DNA s&o fundamentais para o
sucesso nas etapas posteriores. Existem diferentes protocolos de extracdo de DNA, que
variam em funcdo da espécie e do tecido a ser utilizado (BERED, 1998; COSTA et al.,
2012).

A maioria dos métodos de isolamento de DNA emprega detergentes na
elaboracdo do tampdo de lise. Eles auxiliam desde a solubilizacdo das membranas

celulares até a desnaturacdo de proteinas. Os mais utilizados sdo o Cetyl Trimethyl
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Ammonium Bromidecetiltrimetilaménio (CTAB) e o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
(ROMANO & BRASILEIRO, 1999).

Normalmente, estudos de identificacdo e de caracterizagdo da diversidade
genética das plantas, por meio de técnicas moleculares, envolvem a avaliacdo de um
grande numero de individuos, necessitando-se de métodos rapidos e precisos de
extracdo de DNA (MAIA et al., 2013).

As folhas de tecido vegetal possuem niveis variados de alcaldides, estereoides,
flavonoides, glicosideos cianogénicos, gomas, taninos, resinas e alguns acidos. O co-
isolamento de polissacarideos, fendis e compostos secundarios é o principal problema
encontrado no isolamento e purificagdo de DNA vegetal (MERCADO et al., 1999;
ROMANO & BRASILEIRO, 1999; KIDWELL & OSBORN, 1992). Podendo danificar
0 DNA comprometendo a extracdo e inibir a acdo da enzima Taq DNA polimerase,
utilizada na amplificacdo de fragmentos de DNA através da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), entre outras técnicas (DUKE, 1989; COUCH & FRITZ, 1990;
(LODHI et al., 1994).

3 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi implantado em 24 de fevereiro de 2015 em casa de vegetacao
na Fazenda Experimental de Ciéncias Agrarias (FAECA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) no municipio de Dourados-MS.

Duzentas gemas de 4 gen6tipos de cana-de-acUcar, sendo 1 clone e 3 variedades,
com reagOes diferentes ao carvao, foram dispostos em copos descartaveis de 500mL
contendo substrato. Os substratos foram compostos por areia grossa (30%) e terra de
barranco (70%), sendo peneirados e misturados.

As gemas de cana-de-acucar com 9 meses de idade, foram dispostas em copos
descartaveis em casa de vegetacdo, realizando a inoculacdo de uma suspensdo de
teliésporos de Sporisorium scitamineum, na concentracdo de 9 x 102 esporos mL™
(CASAGRANDE, 1998), sendo depositado 1mL da suspensdo em cada gema. Os
teliosporos foram obtidos da coleta de 3 chicotes de carvdo na (FAECA) e levados ao
Centro de Biotecnologia e Melhoramento de Cana-de-actcar da UFGD, onde realizou-
se a extracdo dos telidsporos por meio de raspagem, com o auxilio de uma Iamina de
bisturi. A contagem dos telidésporos foi dada em camara de Neubauer, e posteriormente
os teliosporos foram suspensos em agua.

No periodo de margo de 2015 aos 30 dias apds o plantio das gemas em casa de

vegetacdo, quando as plantas apresentavam folhas medianas para o corte, foram
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coletadas 80 folhas das plantulas de cana-de-acUcar. As folhas foram armazenadas em
tubos tipo Falcon de 20mL identificados e acondicionadas em gelo para serem
transportadas até o Centro de Biotecnologia e melhoramento de Cana-de-acucar da
UFGD, e posteriormente foram armazenadas em freezer -80°C. No periodo de agosto a
outubro de 2015 foram realizadas as extracdes do DNA do tecido foliar de cana-de
acucar, em duplicata, de acordo com o protocolo 1 (Anexo A) e protocolo 2 com
adaptacOes, na extracdo de ambas metodologias, foram utilizados o tecido das mesmas
folhas.

Para o protocolo 1 foram realizadas extracdes do DNA de 15 amostras do tecido
foliar de cana-de-acucar. Adicionaram-se as amostras 500ul de tampéao Dellaporta (SDS
20% (p/v), NaCl 5M, Tris-HCI 1M pH8,0; EDTA 2Na 0,5M pH8,0, 3-mercaptoetanol)
e macerou-se o tecido com um pistilo de porcelana autoclavado. Apds, o tecido foliar
macerado foi transferido para um tubo tipo Eppendorf, onde foi adicionado 33ul de SDS
20% e incubados em banho-maria por 10 minutos a 65°C.

Adicionou-se 160ul de acetato de potassio SM por tubo ¢ foram agitados em
vortex. Seguiu-se com centrifugacdo a 12.000rpm por 10 minutos, coletando o
sobrenadante para um novo tubo estéril. Foi adicionado 300ul de isopropanol 4°C ao
sobrenadante e os tubos foram invertidos gentilmente para a precipitacdo do DNA.
Seguiu-se com centrifugagdo a 12.000rpm por 10 minutos e descartou-se o0
sobrenadante. Foram adicionados aos tubos 300ul de etanol 75% 4°C e centrifugados a
12.000rpm por 5 minutos, ao final descartou-se o etanol. Os tubos foram levados em
estufa a 40°C durante 60 minutos para secagem do precipitado, ressuspendendo o pellet
em 50ul de agua Mili-Q.

Para o protocolo 2 com adaptacdes, foram realizadas extracdes do DNA de 60
amostras de tecido foliar de cana-de-agUcar. A metodologia com adaptacGes difere-se
pela quantidade de tampéo utilizado em cada amostra de 500uL para 900uL, no uso do
reagente 3-mercaptoetanol de 5ul para 10uL, aumento da quantidade do acetato de
potéssio de 160uL para 400uL, o uso do cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), lavagem
extra do pellet com alcool 70%, ressuspensdo do pellet em TE, e pelo uso da RNAseA.

Transferiu-se 15mL de tampdo (Tris-Hcl 1M pH 8,0; EDTA 0,5M pH 8,0; Nacl
5M; e B-mercaptoetanol) para um tubo tipo Falcon e adicionou-se 1mL de SDS 20%,
apos homogeneizacao, levou-se em banho-maria a 65°C. As folhas foram repicadas com
auxilio de lamina de bisturi sob vidro relégio. O tecido foi macerado em almofariz com

um pistilo autoclavado, levando em freezer -80°C por 10 minutos, apds macerou-se
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novamente e foi adicionado 900ul de tampao. O macerado foi transferido para um tubo
tipo eppendorf, onde foi adicionando 33ul de SDS 20% e levado ao vortéx, apos
incubou-se por 10 minutos em banho-maria a 65°C.

Posteriormente, foram adicionados na amostra 400ul de acetato de potéssio frio
5M, agitando em vortéx e seguindo com centrifugacdo a 12.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, adicionando-se 350ul de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugagdo a 12.000rpm por 10 minutos.
Transferindo novamente o sobrenadante para um novo tubo, ao qual adicionaram-se
300ul de isopropanol gelado, os tubos foram invertidos gentilmente e levados para
centrifugacdo a 12.000rpm por 10 minutos, apds descartou-se o0 sobrenadante.
Adicionaram-se 300ul de alcool 70% gelado, seguindo com centrifugacdo a 12.000 rpm
por 5 minutos e apds o etanol foi descartado, sendo o processo repetido por 2 vezes.

Levou-se em estufa a 40°C durante 60 minutos para secagem do precipitado,
ressuspendendo o pellet em 25ul de tampédo TE, apo6s adicionou-se 1ul de RNAseA e
levou em banho-maria por 20 minutos a 56°C.

Apos os procedimentos de extracdo, utilizou-se 1uL de cada amostra extraida
para determinar a pureza do DNA por meio da leitura de absorbancia em 260nm (UV —
que mede a concentracdo do DNA em mg/mL) e em 280nm (quantificacdo de proteinas)
em aparelho de espectrofotdmetro. A relagdo 260/280nm foi utilizada como indicativo
do grau de pureza do DNA obtido (NOGUEIRA et al. 2004). A quantidade e a
qualidade do DNA extraido foi determinada em gel de agarose 1% por eletroforese,
corado com Brometo de Etidio ou Gel Red e como carreador foi utilizado 2uL de Azul
de Bromofenol. Os geéis foram analisados utilizando aparelho transiluminador de 300nm

e posteriormente foram fotografados e salvos para analises.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o uso do protocolo 1, apenas quatro amostras (13,33%) de 30 foram
extraidas. O DNA apresentou quantificacdes média de 37,12ng/ul, ¢ a razdo da
absorbancia 260/280 < 1,8, indicando contaminacdo por proteinas. Isto pode ter
ocorrido devido a reduzida quantidade de -mercaptoetanol no tampéo de extragéo. O [3-
mercaptoetanol atua nas estruturas terciarias das proteinas induzindo a perda de sua
conformacéo espacional e desnaturando-as. Os resultados obtidos neste trabalho, com o
protocolo 1, inviabilizaram a utilizacdo da metodologia para a extracdo de DNA do
tecido foliar da cana-de-agucar.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a integridade do DNA é fundamental
para 0 sucesso nas etapas posteriores, como exemplo na amplificacdo via PCR (reacdo
em cadeia da polimerase). Embora essa metodologia ndo tenha mostrado eficiéncia, ela
permitiu a extracdo de quatro amostras, com quantificacbes de DNA de

aproximadamente 42, 38, 30 e 40 ng/ul, colunas 3, 4, 7 e 8, respectivamente. Sugerindo

que, adaptacOes nessa metodologia poderia implicar em melhores resultados (Figura 1).

Figura 1. Imagem de gel de agarose submetido a eletroforese do DNA gendmico de cana-de-agUcar,
utilizando o protocolo 1. De 1 a 10 amostras de Saccharum officinarum, 11 DNA ladder ruller.
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O protocolo 2 com adaptacdes, possibilitou a extracdo de 80 (66,66%) das 120
amostras, com bandas de DNA visiveis (Figura 2), sendo os valores médio da
quantificagdo do DNA entre 147,57 ng/ul, e a média das razdes das absorbancias
(A260/A280) dos DNAs de 1,85 (Tabela 10), satisfazendo os valores recomendado por
Sambrook, et al, (1989) que é de > 1,8 indicando um DNA em bom estado. As técnicas
de quantificacdo fornecem informacgdes importantes, visto que um dos objetivos da
extracdo é fornecer DNA de qualidade. Segundo Tiwari et al. (2012) a otimizagédo de
protocolos de extracdo de DNA para serem utilizados em procedimentos de biologia
molecular € um passo necessario para a obtencao de resultados.

No procedimento com adaptacGes, na solugcdo tampéo dobrou-se a quantidade de
B-mercaptoetanol (5ul para 10ul), este também apresenta efeito antioxidante
possibilitando a possivel eliminacdo de polissacarideos. Na otimizacdo do protocolo
Dellaporta et. al. (1983) para Acmella uliginosa Sa et al. (2012), procederam
aumentando a quantidade do reagente [-mercaptoetanol, relatando eficiéncia ao passo
que foram extraidas amostras com maior quantidade de DNA e de qualidade
satisfatoria.

Nas amostras do tecido foliar aplicou-se 400ul a mais da solugéo (volume final
900ul). Nas etapas de lavagem do precipitado foi adicionado o cloroférmio:alcool
isodmilico (24:1) e o uso do alcool 70% por duas vezes. O cloroférmio promove o
desnaturamento de lipidios, proteinas e polissacarideos, e determina maior estabilidade
da interface entre o solvente e a fase aquosa. Segundo Bonato et al. (2002), a incluséo
da etapa cloroférmio no processo de extracdo em Stylosanthes foi fundamental para a
obtencdo de DNA de qualidade. O alcool isoamilico previne a formacdo de espuma
quando a mistura é agitada em vortex, o que torna mais facil a separacdo das fases
organica e aquosa. A proteina desnaturada forma uma camada na interface das duas
fases, separando-se do DNA que se mantém na fase aquosa.

A maioria dos solutos inorganicos e moléculas organicas pequenas sdo sollveis
em etanol 70%, a lavagem extra do precipitado promove dessalinizacdo o DNA de
forma mais eficiente. E ao final, o uso da solucdo com RNAseA, teve como funcgédo
inativar as moléculas de RNA, permanecendo apenas o0 DNA para ser submetido as

analises.
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Figura 2. Imagem de gel de agarose submetido a eletroforese do DNA gendmico de cana-de-agUcar,
utilizando o protocolo 2 com adaptagdes. De 1 ao 4 e 6 a0 9 amostras de Saccharum officinarum, 10 e 11
DNA ladder ruller, 100pb.

Na imagem do gel de agarose para o protocolo 2 com adapta¢des, a quantidade
média das amostras de DNA aplicada nos pogos foram de aproximadamente 280, 300,
480, 560, 60, 90, 100, 30 e 40 ng/ul, colunas 1 a 4 e 6 a 9, respectivamente. Onde, as
amostras acima de 100 ng/ul foram mais visiveis sob o gel de agarose.

Os pogos 1, 2, (figura 2) apresentaram um arraste intenso das bandas nos géis,
indicando desnaturamento do DNA. Os pogos 8 e 9 a amostra apresenta a possivel
presenca de RNA, onde durante o tratamento da amostra a RNAse pode néo ter sido
ativa. As amostras nos pocos 3 e 4, apresentaram bandas nitidas, com pouco arraste,
apresentando um DNA integro.

De acordo com a tabela 1, podemos observar a porcentagem da quantidade de
amostras que foram extraidas, onde 13,66% apresentaram valores na quantificacdo de
DNA superiores a 100 ng/ul, e 18,01% das amostras com quantificacdo acima de 220
ng/ul, sendo que as amostras que apresentaram as melhores visualizagdes e bandas de
DNA mais integras sob o gel de agarose, foram as amostras com quantificacdo de DNA

superiores a 200 ng/pl.
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Tabela 1. Quantidades em porcentagem de amostras extraidas, referentes as medias das
quantifica¢cdes de DNA (ng/ul) gendmico de cana-de-aglcar, determinadas através das
leituras de absorbancia sobre luz UV A260/A280.

Valores medios das quantificacdes de DNA (ul)

20-60 60-100  100-140 140-180 180-220 220-600 600 >

Quantidade
de amostras 28,05 19,42 13,66 17,26 3,60 11,51 6,50
(%)

* Analise em colunas.

5- CONCLUSAO
As adaptacdes no protocolo baseado no método Dodecil Sulfato de Sddio (SDS)
implicaram em resultados eficientes na extracdo de DNA do tecido foliar de cana-de-
acucar; mostrando-se promissor para ser aplicado em estudos futuros de amplificacdo e
caracterizacdo molecular, podendo auxiliar na diagnose precoce de doengas como 0
carvao e estimar sobre a susceptibilidade e tolerancia/resisténcia das cultivares.
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ANEXO A
PROTOCOLO 1 - EXTRAGAO DELLAPORTA et al. (1983)

TAMPAO: Solucio para 50mL

25mL de Tris-Hcl, 1M pH 8,0.

25mL de EDTA, 0,5M pH 8,0.

7,30 gramas de Nacl 5M..

1mL de SDS para 15 mL de tampéo (1:15).
5uL de B-mercaptoetanol.

500uL de tampé@o por amostra.

1- Adicionou-se as amostras do tecido foliar 500ul de tampédo. As amostras
foram maceradas com pistilo de porcelana autoclavado. Apds esse procedimento
foram adicionados aos tubos 33ul de SDS 20% e incubados por 10 minutos a
65°C.

2 — Adicionou-se 160ul de acetato de potassio 5M por tubo, posteriormente
agitando em vortex. Seguiu-se com uma centrifugagdo a 12.000rpm por 10
minutos e coletou-se o sobrenadante para um novo tubo estéril.

3 - Ao sobrenadante foi adicionado 300ul de isopropanol a 4°C e os tubos foram
invertidos gentilmente para a precipitacdo do DNA.

4 — Seguiu-se com uma centrifugacdo a 12.000rpm por 10 minutos e descartou-
se 0 sobrenadante.

5 - Foram adicionados aos tubos 300ul de etanol 75% a 4°C e centrifugados a
12.000rpm por 5 minutos e descartou o etanol.

6 - Levou-se em estufa a 40°C durante 60 minutos para secagem do precipitado,

ressuspendendo o pellet em 50uL de agua Milli-Q.
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ANEXO B
PROTOCOLO 2 COM ADAPTAQOES - EXTRAQAO DELLAPORTA et al. (1983)
COM ADAPTACOES
TAMPAO: Solucio para 50mL

e 25mL de Tris-Hcl, 1M pH 8,0.

e 25mL de EDTA, 0,5M pH 8,0.

e 7,30 gramas de Nacl 5M.

e 10uL de B-mercaptoetanol.

e 1mL de SDS para 15mL de tampéo (1:15).

e 900uL de tampé&o por amostra.

METODOLOGIA
Transferiu-se 15mL de tampdo para um tubo tipo Falcon e adicionou-se 1mL de SDS
20%, misturou-os e levou em banho-maria a 65°C.
1- As folhas foram repicadas com auxilio de lamina de bisturi sob vidro reldgio. O
tecido foi macerado em almofariz com um pistilo autoclavado, levando em freezer
-80°C por 10 minutos, macerou-se novamente e adicionou-se 900uL de tampao.
Transferiu-se 0 macerado para um tubo tipo Eppendorf.
2- Adicionou-se 33uL de SDS 20% ao tubo, agitando-os em vortéx e incubou-os por 10
minutos em banho-maria a 65°C.
3 — Apos, adicionou-se 400uL de acetato de potéssio frio 5M, agitando em vortéx,
seguindo com centrifugacdo a 12.000rpm por 10 minutos.
4 — O sobrenadante foi coletado e transferido para um tubo novo, adicionando-se 350uL
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos.
5- O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionou-se 300uL de
isopropanol gelado, os tubos foram invertidos gentilmente e levados para centrifugacéo
a 12.000 rpm por 10 minutos, apds descartou-se o sobrenadante.
6 — Foi adicionado 300uL de alcool 70% gelado ao tubo, seguindo com centrifugacéo a
12.000rpm por 5 minutos e apos o etanol foi descartado, realizando duas vezes este
processo.
7 — Levou-se em estufa a 40°C durante 60 minutos para secagem do precipitado,
ressuspendendo o pellet em 25uL de tampéo TE, apos adicionou-se 1uL de RNAseA e

levou em banho-maria por 20 minutos a 56°C.
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Reacdo para 16 mL:
15mL de EDTA 0,5M, pH 8,0.
1mL de Tris-Hcl 1M, pH 8,0.

ANEXO C

TAMPAO TE
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