CTAB MODIFICADO - FASE 1

P -,&r-r;o-sjtr-a- o Adicionar nas amostras Disruptor de tecido @ Centrifugar
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preferencialmente com agitacao. ClA 24:1. 3/s por 15 s. 20.000 x g por 10 min.
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Em novos microtubos, adicionar em relacdo ao volume do
sobrenadante (até 600 pL), metade do volume de Acetato de Amdnio
7,5 mol.Lt (até 300 uL) e posteriormente igual volume de isopropanol

ou etanol gelado (até 600 uL).

Transferir
0 sobrenadante (até 600 uL) para
novos microtubos de 1,5 mL.
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Incubar ® Centrifugar ™ —
A nar ©
Inverter Freezer <-20°C Aproximadamente Descartar o diciona
lentamente > . > > > 500 pL
20 vezes 20 min. 20.000x g sobrenadante. Etanol 70%
: Sem agitago. por 10 min. o
A\ 4 .
Inverter @0 Centrifugar Sescan — Adicionar (12
- . escartar o ecar MV o ~
varias vezes até > aproximadamente > > . » 200 pL tampé&o TE
itar llet 20.000x g sobrenadante. precipitado. ou outro eluente
soltar o pellet. por 10 min. uou u .
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Adicionar Homoge_nelzar Incubar ' Armazenar !
1 pL RNAse A » e Centrifugar > 37x2°C ' o 4acido nucleico extraido. |
10 mg.mL1 (dar um pulso) 30 minutos. LT ____.

(1) Para amostras foliares em que a solugcéo tampao CTAB ja foi adicionada na fase de maceracao, adicionar
somente a proteinase K. Para amostras que ocupem um volume grande no microtubo ou absorvam muito liquido,
como por exemplo sementes de algodao, adicionar 1500 yL do tampdo CTAB. Para amostras com menos de 200
mg, como insetos, nematoide, entre outros, acrescentar 200 pL de solugdo tampéo CTAB.

(2) Para as amostras como as de algodéao adicionar o dobro de proteinase K (20 uL). Caso utilize a proteinase K do
kit DNeasy mericon Food — Qiagen, acrescentar 2,5 UL (amostras que ocupam muito volume no microtubo ou com
alto teor de proteina como algodao, inseto, entre outras adicionar 5,0 pL).

(3) Pode-se homogeneizar utilizando o disruptor de tecido ou vortex.

(4) Para amostras com menor adicdo do tampdo CTAB (< 1000 pL) pode-se incubar por até 24 horas a 56 + 2 °C.
(5) Nas amostras que foram utilizadas esferas no processamento, pode-se transferir o contetdo liquido, por
pipetagem, para um novo microtubo antes da adicdo da solucéo CIA.

(6) Utilizar o disruptor de tecido ou agitar por 96 vezes com movimentos longos, continuos, lentos e suaves.

(7) Preferencialmente, 20.000 x g, obrigatoriamente, 16.000 x g. Caso o sobrenadante ndo esteja limpido, repetir a
centrifugacao.

(8) Incubar preferencialmente no freezer ou a temperatura ambiente. Nesta fase ocorre a precipitacdo do DNA.

(9) Para gréos de algodao, adicionar 500 pL de etanol P.A., até dissolver a camada gelatinosa e descarta-la, antes
de adicionar a solucdo de etanol 70%. Caso necessario, repetir a lavagem com etanol P.A.

(10) Nesta fase pode-se parar a extracao e colocar o material no freezer.

(11) A secagem do precipitado pode ser realizada a temperatura ambiente (inverter os tubos sob um papel toalha)
por cerca de 20 minutos ou deixar 0s tubos abertos a temperatura de 62 + 2 °C por 10 minutos ou ainda colocar no
speedvac a temperatura de 40 °C por 10 a 20 minutos. Caso tenha gotas no tubo, secar com papel mata-borrao.
Neste passo, tomar cuidado para ndo secar demais o precipitado.

(12) O precipitado podera ser ressuspendido em menor quantidade de eluente ou, em caso de eluicdo incompleta,
adicionar mais eluente até total eluicdo. No caso de amostras ricas em polissacarideos, como de grédos de algodao,
ressuspender em 1000 pL de TE ou outro eluente, e proceder a purificacdo como descrito na fase 2 (CTAB
modificado).



