CTAB BASICO - FASE 1

Adicionar nas amostras
1000 pL tampéo CTAB @

Disruptor de tecido ¥

+ 10 pL Proteinase K
(20 mg.mL 1)@
+ 10 yL a-amilase ®

aproximadamente
30/s por 3 min.

A 4

Centrifugar

(dar um pulso)

Transferir ©
para os microtubos

contendo clorof6rmio até
1000 pL sobrenadante

(1) Para amostras que ocupem um volume grande no microtubo ou absorvam muito o liquido, como sementes de soja e

fase 3 (CTAB Basico).

Incubar - .
62 + 2 9C Centrifugar ) Adicionar
de 30 a-60 min aproximadamente R 800 uL
referencialmen:['e - 20.000 x g clorofé6rmio em
P com agitacio por 10 min. novos microtubos.
S S
| » Se necessitar precipitar a amostra, seguir com o
Y |
Disruptor de tecido @ Centrifugar © ' procedimento descrito na fase 2 (CTAB Basico).
aproximadamente > aproximadamente . » Se nao for necessério realizar a precipitacao d
20.000 X g precipitacao da
3/sporld5s por 15 min. amostra, seguir com o procedimento descrito na

linhaga, adicionar 1500 pL do tamp&o CTAB e 20 uL de Proteinase K (20 ng.mL -1).

(2) Caso utilize a proteinase K do kit DNeasy mericon Food — Qiagen, acrescentar 2,5 pL (amostras como a linhaca que

ocupam muito volume no microtubo adicionar 5,0 pL e de soja adicionar 7,5 pL).

(3) Para amostras ricas em amido, como gréos de arroz, farinhas, adicionar 10 pL da solu¢ao de a-amilase e incubar

30 minutos a 62 + 2 °C. Apés os 30 minutos adicionar a solugéo de proteinase K e concluir o tempo de incubacgéo

(30 minutos a 62 £ 2 °C).

(4) Pode-se homogeneizar utilizando o disruptor de tecidos ou vértex.

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

centrifugacao.

(6) Evitar pegar a pelicula branca.

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



