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Metodologia para extracao
de DNA em larga escala do
tecido foliar de Brachiaria
(Syn. Urochloa)

Bruno da Costa Paniago’; Leticia Jungmann?;
Cacilda Borges do Valle®; Karem G. Xavier
Meireles*; Mariane de Mendonca Vilela®; Aline
de Oliveira®; Bruno Ferreira dos Santos’; Hugo
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Introducéao

O uso de métodos biotecnoldgicos, entre eles a anéalise de fragmentos
de DNA em estudos de melhoramento genético de forrageiras tropicais,
se tornou indispensavel na drea da pesquisa e desenvolvimento.

Os programas de melhoramento genético de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte envolvem a avaliacdo e utilizacdo de progénies
intra e interespecificas visando a selecao de gendtipos superiores. Nes-
ses programas, o numero de individuos avaliados em campo e casas de
vegetacao tem se tornado cada vez maior, chegando a atingir a casa
dos milhares.

Proporcionalmente, cresce a demanda por solucdes biotecnoldgicas que

" Engenheiro-Agronomo Mestre em Biotecnologia, CREA: 14677/D, Bolsa mestrado CA-
PES na Embrapa Gado de Corte, Avenida Radio Maia, 830, Zona Rural, CEP: 70106-
550, Campo Grande — MS.

2 Bidloga, Dr. Pesquisadora, Embrapa Gado de Corte.

3 Engenheira-Agronoma, Dr. Pesquisadora, Embrapa Gado de Corte.

4 Engenheira-Florestal, Dr. Pesquisadora, Embrapa Gado de Corte.

5 Bidloga, Analista B, Embrapa Gado de Corte.

6 Bidloga, bolsista AT (apoio técnico), Embrapa Gado de Corte.

7 Bidlogo, bolsista AT (apoio técnico), Embrapa Gado de Corte.

8 Engenheiro-Agrénomo, bolsista AT (apoio técnico), Embrapa Gado de Corte.

® Bidloga, Laboratorista, Embrapa Gado de Corte.
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auxiliem a selecao precoce destas plantas, o que traz a necessidade de
se ampliar a capacidade de geracdao de dados moleculares. Para tanto,
é necessario dar agilidade ao processo de avaliacdo genémica dos can-
didatos a selecao, o qual envolve a extracdo de DNA de cada um dos
individuos, seu sequenciamento ou avaliacao por métodos baseados
em PCR e a anélise dos resultados.

Véarios métodos de extracao de DNA vegetal estdo descritos em es-
tudos cientificos, sendo o método do detergente CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) descrito por Doyle e Doyle (1987) modificado por
Bonato et al. (2002) o mais utilizado para obtencdao de DNA de amos-
tras de tecido foliar em gramineas forrageiras dos géneros Panicum e
Brachiaria. Entretanto, o método tradicional de extracdao de DNA em
tubos, utilizando maceracao manual em cadinhos de porcelana, tornou-
-se invidvel na aplicacao de métodos genémicos no melhoramento, uma
vez que o niumero de amostras extraidas por dia é bastante limitado por
ser feito em tubos de PCR. Esse processo é laborioso, demorado e gera
um volume consideravel de residuos quimicos.

Neste contexto buscou-se desenvolver uma metodologia capaz de iso-
lar DNA de amostras foliares em larga escala, com rendimento e quali-
dade satisfatérios para as subsequentes analises moleculares realizadas
no laboratdério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Gado de Corte.

No melhoramento genético do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
Valdisser et al. (2013) adaptaram uma metodologia de extracao de
DNA e desenvolveram um protocolo de extracdo em larga escala usan-
do 24 marcadores moleculares microssatélites (SSRs) como ferramenta
molecular efetivamente operacional para a caracterizacao e discrimi-
nacao individual de acessos de feijoeiro comum. Estudos similares que
corroboram com esta pesquisa foram desenvolvidos por Lana et al.
(2010) que apresentaram uma metodologia para a extracao de DNA de
folhas de milho e sorgo em grande escala, utilizando o triturador Geno/
Grinder 2000. Maia et al. (2013) também modificaram e obtiveram um
protocolo para extracao de DNA em larga escala de folhas de soja.
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Visto a funcionalidade dos métodos desenvolvidos atualmente foi pos-
sivel adaptar o protocolo de extracdo de DNA de forrageiras. O novo
método de extracdo de DNA de folhas de braquidria em larga escala
apresentou algumas vantagens como a reducao da quantidade de teci-
do vegetal, a rapidez do processo, exclusao da etapa de incubacao em
banho-maria e a reducdo do volume de residuos em comparacdo com
0s processos tradicionais.

Neste documento, estdo descritas as adaptacdes e testes realizados no
protocolo de extracdo de DNA de folhas de Brachiaria sp. pelo método

CTAB de Doyle e Doyle (1987) modificado por Bonato et al. (2002), a

fim de ajusta-lo para o isolamento de DNA em larga escala.

Metodologia

Os testes para adaptacao do protocolo foram realizados entre os anos
de 2010 e 2013 em um estudo de determinacdo de metodologia para
anélise do fluxo génico em Brachiaria usando marcadores microssatéli-
tes (PANIAGO et al. 2013).

As alteracdes realizadas no protocolo CTAB (Doyle e Doyle, 1987) mo-
dificado por Bonato et al. (2002) estdo descritas a seguir:

Protocolo de extracdao de DNA de Brachiaria em sistema de larga esca-
la, baseado no método CTAB (Doyle e Doyle 1987), e adaptado para
extracdo em placas de 96 pocos utilizando moinho vibratério (Retsch
MM400):

1. Colocar no ultrafreezer (-80°C) os dois pares de adaptadores para pla-
cas do moinho vibratério, durante o tempo de preparacao das amostras.

® Jamais colocar os adaptadores em nitrogénio liquido!
2. Coletar folhas jovens. Cortar aproximadamente 0,08 g de folhas em

pedacos desconsiderando as partes mais fibrosas como a nervura ou re-
cortar de 8 a 10 discos foliares de 6 mm com o uso de alicate perfurador.
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3. Acondicionar as amostras foliares nos microtubos do tipo Titertube
— Micro Tubes Bulk (BioRad — Catalog #2239391) contendo duas es-
feras de inox de 3 mm posicionados nas estantes Tiertube 8x12 racks
Empty (BioRad — Catalog #2239394). As estantes devem estar sem
sua tampa inferior para que os microtubos permanegam em contato
com o gelo até o preparo da ultima amostra.

4. Congelar as amostras usando nitrogénio liquido por no minimo 10
minutos.

5. Apds o congelamento das amostras em nitrogénio liquido (N,), levar
as estantes com os tubos abertos para o ultrafreezer a -80 °C por 10
minutos para que o N, possa sair dos tubos e evitar que ocorra a saida
involuntaria das amostras. Retire as estantes do ultrafreezer e feche
0os micros tubos com as tampas apropriadas. Coloque as estantes
imediatamente no nitrogénio liquido e leve-as para o moinho vibratério
MM400. Caso nao for proceder a moagem no mesmo dia, as amostras
poderao ficar armazenadas no ultrafreezer.

6. Tampe as estantes com as tampas apropriadas usando no interior da
tampa uma manta de placa de PCR e papel toalha para ajudar a fixar os
microtubos na estante. Coloque as estantes nos adaptadores de placa
congelados e monte-os no moinho. Ajustar os seguintes paradmetros:
frequéncia = 30 hz; Tempo = 1 minuto. Proceder a moagem.

7. Quando o aparelho finalizar o procedimento, rapidamente retire

as estantes e observe se hd amostras sem moer. Caso tenha, abra a
tampa do microtubo com cuidado e pressione a amostra utilizando, por
exemplo, uma ponteira limpa. Logo em seguida, congele os tubos no
nitrogénio liquido e repita a etapa de moagem.

® Se observar que as amostras podem estar descongelando, colocar as
estantes novamente no N, liquido para evitar o descongelamento.

® Sempre que retirar as estantes do moinho, segure-as firmemente fa-
zendo movimentos contra a bancada, ou forcando a descida do pé que
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estd na tampa para o fundo do tubo usando centrifuga resfriada (spin)
ou manualmente.

8. Em capela de exaustéo, retirar as estantes do N, liquido e adicionar
500uL de Tampao de Extracdo (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 0,4% 2-beta-
mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM Tris — HCI pH 8; 1% PVP 40).

9. Colocar as tampas inferiores nas estantes e levar ao vortex para
agitar até que todas as amostras estejam homogeneizadas.

10. Adicionar 250 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1; v:v). Tam-
par os tubos com novas tampas, colocar as mantas de PCR com papel
toalha, e tampar a estante.

11. Inverter as placas suavemente por 5 minutos.

12. Centrifugar por 15 minutos, a 4000 rpm, sob temperatura ambiente.
13. Transferir 300 uL do sobrenadante para placas de poco profundo
(1,17 mL - Axigen - P-DW-11-C) de 96 pocos e adicionar igual volume

de isopropanol gelado.

14. Tampar as placas com as mantas apropriadas, levar ao vortex pres-
sionando suavemente e incubar a -20°C por 15 minutos.

® MNesta etapa pode-se interromper o protocolo, incubando-se as amos-
tras a 4°C durante a noite.

15. Centrifugar por 30 minutos, a 4000 rpm, a 4°C e descartar o so-
brenadante

® Virar as placas de uma vez! E deixar a placa invertida em papel
absorvente para escorrer o excesso de liquido e evitar contaminacédo

entre 0os pocos.

16. Adicionar 100 uL de etanol 70% gelado.
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17. Tampar as placas com manta e centrifugar por 20 minutos, a 4000
rom, a 4°C.

18. Descartar o etanol 70% (da mesma forma feita para o isopropanol,
na etapa 15) e deixar o pellet secar em estufa a 40°C.

19. Ressuspender o pellet em 100 uL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;
EDTA 1 mM) e armazenar a -20°C.

As alteracdes no protocolo de Doyle e Doyle (1987) modificado por
Bonato et al. (2002) foram realizadas com o objetivo de aumentar a
capacidade de processamento didrio de amostras usando uma metodo-
logia em larga escala.

A substituicdo da maceracdo manual das amostras foliares pela moa-
gem automatizada em moinho vibratdrio (Figura 1) permitiu aumentar
a capacidade do numero de amostras processadas de 30 amostras
(capacidade dos equipamentos no laboratdrio de Biotecnologia Vegetal
da Embrapa Gado de Corte) para 192 amostras por vez, ou seja, quase
sete vezes maior que a capacidade atual (Tabela 1).

Figura 1. Preparo das amostras foliares em microtubos do tipo Titertube — Micro Tubes Bulk (BioRad
— Catalog #2239391) para moagem no moinho vibratério (Retsch MM400) e transferéncia do
sobrenadante dos microtubos para as placas de poco profundo (1,1 mL - Axigen - P-DW-11-C) de
96 pocos.
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Outras alteracoes foram importantes para viabilizar a extracao de
DNA em microtubos e placas de 96 pocos: diminuicdo da quan-
tidade de tecido foliar de 2,0 g para 0,08 g, diminuicdo dos vo-
lumes de reagentes e solucdes utilizadas em todas as etapas do
protocolo, eliminacdo da etapa de incubacdao em banho-maria a
65°C apés adicdao do tampao de extracao, reducao no tempo de
incubacdo com isopropanol, os tempos e as velocidades de cen-
trifugacao foram alterados para adaptar o processo a utilizagao
de centrifugas de placas e, consequentemente, todas essas alte-
racoes levaram a reducdo do tempo total do processamento das
amostras (Tabela 1).

O tempo necessério para o preparo inicial de 192 amostras foliares

nos protocolos de extracao de DNA convencional e de larga escala (A
e B, Tabela 1), é praticamente o mesmo, sendo gasto um dia com oito
horas de trabalho. O ganho de tempo é compensado durante as etapas
seguintes do protocolo B, a comecar quando as amostras ja se encon-
tram prontas para a moagem. Nesse caso, a vantagem do uso do méto-
do de extracdo de DNA em larga escala é a agilidade em processar 192
amostras por minuto no moinho vibratério, enquanto que pelo método
tradicional a maceracdo das amostras em cadinho leva mais tempo, de
5 a 10 minutos por amostra.

. Protocolo
Espécie
A B
Para uma amostra
Tempo do preparo inicial das amostras (da coleta ao armaze- 8 8
namento no ultrafreezer) (horas)
Amostra foliar (gramas) 2 0,08

Quantidade de amostras processadas e maceradas/minutos 1/10 192/1
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Tampaéao de extracdo (microlitros - uL) 900 500
Incubacéo a 65°C em banho-maria Sim Néao
Cloroférmio:éalcool isoamilico 24:1 (uL) 700 250
Isopropanol (uL) 500 300
Centrifugacédo com cloroférmio (minutos) 10 15
Sobrenadante (ul) 700 300
Incubacéo a -20 °C com isopropanol (minutos) 30 15
Centrifugacdo com isopropanol (minutos) 30 30
Incubacdo com RNAse Sim Né&o

Rendimento e qualidade de DNA
extraidos pelo novo método de ex-
tracao de DNA em larga escala com
e sem incubacdao em banho-maria a
65°C

Uma das mudancas importantes do novo protocolo foi a supressao da
etapa de incubacao das amostras em banho-maria a 65°C por 60 min,
apos a adicao do tampao de extracdao ao macerado.

Com o objetivo de determinar se o rendimento e a qualidade do DNA
extraido pelo método de extracdo de DNA em larga escala sao pre-
judicados pela ndao incubacdao em banho-maria a 65°C, realizou-se o
seguinte teste: DNAs de 192 amostras foliares de B. brizantha cv. Ma-
randu foram extraidos em larga escala (nova metodologia) e o material
dividido em duas placas com capacidade para 96 amostras. Durante a
extracdo, uma placa com 96 amostras foi submetida a etapa de incuba-
cado a 65°C por 60 minutos, enquanto a outra placa com as outras 96
amostras seguiu para a préoxima etapa do protocolo de extracdo, sem
ser submetida a incubacao.

13
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O rendimento dos DNAs extraidos nas duas placas foi obtido com a
leitura em espectrofotémetro (NanoDrop 1000 - Thermo Scientific).

A padronizacado da quantidade de folhas/amostra usada na extracdo em
placa permitiu obter rendimentos e qualidade de DNA semelhantes en-
tre grupos de amostras na placa. Isso é importante na rotina da banca-
da, ja que apds obter os resultados da quantificagdo é possivel agrupar
as amostras com rendimentos semelhantes e fazer a diluicao do DNA
de forma homogénea. A vantagem da padronizacao da quantidade do
material processado também reflete no ganho de tempo em escala de
trabalho apés a obtencao dos DNAs.

Das amostras incubadas a 65°C, os DNAs obtidos apresentaram
rendimento médio de 293 ng/uL (Tabela 3, Anexo 1), ao passo que a
concentracao média dos DNAs isolados das amostras nao incubadas foi
de 230 ng/uL (Tabela 4, Anexo 2).

Como em ambos os protocolos, os DNAs sao ressuspendidos em
um volume final de 100 uyL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA
1T mM), entende-se que a metodologia tradicional disponibiliza 29
ug de DNA/amostra, sendo superior em rendimento ao protocolo de
extracdo em larga escala, que resulta em 23 yg de DNA/amostra.
Mesmo com essa diferenca no rendimento do DNA entre os dois
protocolos, o novo método de extracao de DNA em larga escala foi
considerado plenamente adequado para a realizacdo das analises
de rotina do laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Gado
de Corte. Esses resultados confirmam que a subtracdo da etapa de
incubacado do protocolo de extracdao nao causa prejuizos no rendi-
mento do DNA obtido.

Comparando-se os valores da qualidade dos DNAs extraidos para
as amostras incubadas e nao incubadas, observou-se que essa foi
semelhante em ambas as condi¢cdes testadas. De acordo com Riepl
et al. (2011), a faixa de pureza do DNA indicada deve estar entre
1,8 e 2,2, na razédo das absorbéncias obtidas a 260 nm e a 280 nm
(260/280). Os valores da razao 260/280 das amostras incubadas e
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ndo incubadas sdo apresentados nas tabelas 3 e 4 (anexos). Os resul-
tados indicam que a etapa de incubacao pode ser excluida do proto-
colo de extracao de DNA de Brachiaria sem prejuizo quanto a pureza
do DNA isolado.

Validacao da nova metodologia de
extracao de DNA em larga escala

Depois de estabelecer o protocolo de extracdo de DNA em larga escala
buscando facilitar a rotina do laboratério, foi realizado um teste para
validar o novo método.

Para a extracdo de DNA seguindo o novo método, por meio do uso de
placas de 96 pocos, foram coletadas e preparadas amostras foliares de
384 individuos de B. brizantha cv. Marandu e B. ruziziensis. A extra-
cao foi feita seguindo todos os passos descritos na nova metodologia,
utilizando-se moagem automatizada em moinho vibratério e sem a
etapa de incubacédo a 65°C.

Devido o novo método ser baseado na metodologia tradicional de
Doyle e Doyle (1987) com algumas modificacdes (BONATO et al.
2002), também foram realizadas extracdes de DNA de tecido foliar de
26 individuos de diferentes espécies do género Brachiaria por meio da
maceracao manual, mantendo-se todas as etapas do método confor-
me o protocolo no Anexo 3. Deste modo, buscou-se evidenciar que o
novo método é altamente confidvel comparado a metodologia tradi-
cional.

A concentracao dos DNAs extraidos pela metodologia tradicional foi
obtida em espectrofotometro (NanoDrop 1000 - Thermo Scientific). Os
valores obtidos do rendimento e da qualidade sdo apresentados na ta-
bela 4. Os DNAs foram ressuspendidos em um volume final de 100 yL
de TE disponibilizando um rendimento médio de 176,3 ng/uL de DNA
com o indice de pureza igual a 1,8. Esses valores indicam que a quali-
dade do DNA isolado atende aos critérios para ser utilizado em analises
moleculares.

15
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Amostra ng/ul 260/280 Amostra ng/ul 260/280
1 214,4 1,82 14 197,9 1,82
2 302,0 1,83 15 119,2 1,83
3 151,7 1,85 16 107,6 1,83
4 104,6 1,83 17 200,2 1,82
5 178,4 1,86 18 150,5 1,86
6 123,7 1,84 19 218,56 1,83
7 263,9 1,84 20 66,8 1,86
8 55,9 1,81 21 143,4 1,84
9 201,7 1,85 22 208,1 1,82
10 140,7 1,89 23 78,5 1,82
11 132,7 1,85 24 119,0 1,79
12 167,9 1,82 25 251,6 1,82
13 140,7 1,85 26 217,0 1,83

Média 176,3 1.8

* Amostras sublinhadas ndo foram incluidas no célculo da média.

Para validar o novo protocolo para extracdao de DNA em larga escala e de-
monstrar o potencial deste método, foi analisado o rendimento dos DNAs
das 384 amostras de Brachiaria em espectrofotébmetro NanoDrop (dados
nao apresentados) e o rendimento médio foi de 267 ng/uL. Observando
os resultados do rendimento médio de DNA do primeiro teste relatado no
inicio deste documento (230 ng/ulL), referente a extracao de 96 amostras
foliares pelo novo método de extracdo em larga escala, nota-se a similari-
dade no rendimento do DNA com os dados obtidos nesse teste de valida-
cado. Considerando que nos dois testes o nimero de amostras é diferente
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e os objetivos sdo distintos, ressalta-se a funcionalidade do protocolo de
extracao de DNA em larga escala em ambos os casos.

A partir dos resultados obtidos da extracdao de DNA de amostras folia-
res por meio dos métodos manual e automatizado, é possivel afirmar
que o rendimento e a qualidade/pureza alcancados estao de acordo
com os padroes exigidos para a realizacao de analises moleculares no
laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Gado de Corte.

Estudo semelhante comprova a eficacia na modificacdo de um protocolo
de extracdo de DNA de folhas de soja para adaptacdo em larga escala.
Maia et al. (2013) obtiveram concentracdao média de DNA superior a 100
ng/uL, com razdo 260/280 maior que 1,8, ou seja, a nova metodologia
proporcionou DNAs de elevada pureza, além das vantagens de custo redu-
zido e menor toxicidade em relacdo aos métodos atualmente disponiveis.

Portanto, a nova metodologia de extracao de DNA de folhas de Brachiaria
sp. em larga escala assegura resultados equivalentes a metodologia tradi-
cional com um ganho em eficiéncia. Proporciona alta capacidade de proces-
samento de tecidos foliares, permitindo o atendimento as novas demandas
dos programas de melhoramento genético de Brachiaria da Embrapa Gado de
Corte, contribuindo para o avanco das pesquisas moleculares com forrageira.

Conclusoes

As vantagens em usar o novo método de extracao de DNA de folhas
de Brachiaria sp. em larga escala sao:

® Agilidade do processamento apds os preparativos iniciais das amos-
tras foliares;

® Alta capacidade de processamento de tecidos foliares a partir da
moagem automatizada e;

® Elevado rendimento e qualidade do DNA, semelhante a metodologia
convencional.
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ANEXOS

Anexo 1

Amostra

© 00 N O o B~ W N =

N N NN NN = 2 o a a a a 4o a4
g A W N = O ©W 0N O G p W N = O

Amostras incubadas em banho-maria a 65°C

ng/ul

295
37
361
405
349
330
364
317
234
346
357
331
287
212
228
278
241
194
375
317
391
340
500
56
245

260/280

2,1
2,0
2,1
2,1
2,1
2,1
2,2
1,4
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,0
2,1

Amostra

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

ng/ul

253
19
243
297
283
366
362
232
217
196
192
250
298
297
311
189
235
279
211
191
197
17
372
242
246

Urochloa)

260/280

2,1
2,0
2,2
2,1
2,2
2,2
2,2
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,2
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
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26 200 2,1 75 275 2,1
27 249 2,1 76 211 2,1
28 343 2,1 77 311 2,1
29 286 2,1 78 281 2,1
30 333 2,1 79 343 2,1
31 281 2,1 80 374 2,1
32 372 2,1 81 273 2,1
33 239 2,1 82 258 2,1
34 244 2,1 83 316 2,1
35 346 2,1 84 286 2,1
36 402 2,1 85 240 2,1
37 308 2,1 86 294 2,1
38 428 2,1 87 306 2,1
39 434 2,1 88 333 2,1
40 171 2,1 89 303 2,1
41 275 2,1 90 199 2,0
42 310 2,1 91 216 2,0
43 243 2,1 92 243 2,0
44 364 2,1 93 299 2,1
45 410 2,1 94 298 2,1
46 242 2,1 95 259 2,1
47 324 2,1 96 365 2,1
48 373 2,1

49 242 2.1 Média 293 2,1

* Amostras sublinhadas ndo foram incluidas no célculo da média devido problemas de
operacao do método.
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Anexo 2

Amostra

© 0 N O O B W N =

N N NN DN N NN =2 2 A a a a a 4o 4o o
N o o0 WN =2 O O 00N o ok~ Ww N = O

Amostras incubadas em banho-maria a 65°C

ng/ul

133
1562
270
282
255
227
223
186
178
231
254
241
321
240
242
214
209
240
294
282
210
276
290
270
173
177

216

260/280

2,0
1,9
1,6
1,7
1,8
1,9
1,8
1,9
1,9
1,8
1,8
1,8
1,6
1,8
1,9
1,9
2,0
1,9
1,8
1,8
2,0
1,9
1,9
1,9
2,0
2,0
2,0

Amostra

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72
73
74
75
76

ng/ul

158
226
246
227
276
286
231
192
152
179
203
201
253
304
266
178
172
210
317
295
184
168
187
190
202
274
292

Urochloa)

260/280

1.9
1,8
1.9
1,9
2,0
2,0
2,0
2,0
1,9
1.8
1,9
1.9
2,0
1.9
2,0
1.9
2,0
1.9
1.9
2,0
2,0
2,0
1.9
1,9
2,0
2,0
2,0
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28 245 2,0 77 182 2,0
29 241 1,9 78 185 2,0
30 393 1,6 79 240 1.9
31 261 2,0 80 240 2,0
32 289 2,0 81 176 1,9
33 197 2,0 82 174 2,0
34 134 2,0 83 179 2,0
35 169 2,0 84 177 2,0
36 232 2,0 85 277 1.9
37 200 2,0 86 268 2,0
38 241 2,0 87 285 1.9
39 251 2,0 88 304 1,9
40 205 2,0 89 175 1.9
41 153 2,0 90 188 1,9
42 209 2,0 91 211 2,0
43 260 2,0 92 232 2,0
44 285 2,0 93 250 1,9
45 206 2,0 94 307 2,0
46 212 2,0 95 318 2,0
47 252 2,0 96 305 2,0
48 260 2,0

Média 230 1.9

49 144 2,0
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Anexo 3

Protocolo de extracdao de DNA de Brachiaria e Panicum — método CTAB
de Doyle e Doyle, (1987) com algumas modificacoes de BONATO et al.
(2002)

1. Preparar Tampéo de Extracdo: PVP=0,10g para cada 1T0mL CTAB 5%.
2. Coletar folhas jovens e cortar em cadinhos de porcelana.

3. Macerar com N, liquido (n&o deixar descongelar) e transferir para um
microtubo de 2mL, pouco menos da metade do microtubo.

4. Adicionar Betamercaptoetanol (20uL para cada 10mL) ao tampao de
extracdo (misturar).

5. Adicionar 900uL de Tampao de extracao (2% CTAB; 1,4 M NaCl;
0,4% de 2-betamercaptoetanol; 20mM ETDA; 100mM Tris — HCI pH

8,0; 1% PVP 40). Vortexzar até ressuspender todo o material.

6. Incubar as amostras a 65°C em banho-maria por 30-60 minutos,
invertendo gentilmente a cada 10 minutos.

7. Retirar do banho-maria e deixar esfriar em T°C ambiente por bminutos.
8. Centrifugar a 10.000 rpm por 10minutos.
9. Transferir 600 — 700 uL de sobrenadante para novos microtubos de 2 mL.

10. Adicionar 600 -700 uL de Cloroférmio: alcool isodmilico (24:1)
inverter cuidadosamente por 10minutos.

11. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos.

12. Transferir 600-700 uL de sobrenadante para novos microtubos de
2 mL.
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13. Adicionar 600-700 uL de Cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).
Inverter cuidadosamente por 10minutos.

14. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos.

15. Transferir 500 uyL de sobrenadante para tubos de 1,5mL e 500mL
de Isopropanol gelado (manter no congelador), inverter suavemente e
incubar a -20°C por 30 minutos.

16. Centrifugar por 30 minutos a 10.000 rpm, descartar o sobrena-
dante cuidadosamente. Deixar os tubos descansarem 10 minutos de
cabeca para baixo.

17. Ressuspender o DNA em 400 uL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;
EDTA 1 mM).

Observacdo: Pode-se interromper o processo nesta etapa, armazenando
a amostra a 4°C (geladeira).

18. Adicionar 10uL de RNAse e incubar a 37°C por 30 minutos.

19. Adicionar 40uL de NaCl 5M e 800uL de Etanol absoluto gelado.
Inverter suavemente e incubar a -20°C por 30minutos.

20. Centrifugar a 10.000 rpm por 30minutos.

21. Descartar o sobrenadante cuidadosamente e lavar o pellet de DNA
com etanol 70% gelado.

22. Descartar o etanol 70%, deixar secar e ressuspender em 100 uL de TE.

23. Armazenar a -20°C.
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