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Validagao de protocolo de extragdo de DNA sem uso de nitrogénio liquido
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Com o avango das técnicas de Biologia molecular, surge a necessidade de se aprimorar protocolos de
extragdo de DNA para que sejam mais rapidos e baratos, possibilitando a inclusdo de novas metodologias
que tendem a beneficiar seus usuarios. Nos protocolos de rotina, o uso do nitrogénio liquido é indispensavel
para o rompimento da parede celular e retirada dos acidos nucleicos do interior do nucleo das células
durante o processo de maceragao. No entanto, sabe-se que o custo do nitrogénio liquido é bastante
elevado. As furadeiras de bancada fazem a mesma fungdo do nitrogénio liquido e sdo extremamente
baratas, duraveis e faceis de serem utilizadas e o seu uso em relacdo ao nitrogénio e permite uma
economia de R$20.000-R$30.000,00/laboratério/ano a depender do nimero de amostras de rotina. Portanto,
0 objetivo deste trabalho foi validar protocolo de extragao de DNA com o uso da furadeira de bancada na
extracdo de DNA das principais culturas da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Ap6s a coleta do material
vegetal, foram realizadas as extracdes de DNA das seguintes culturas: banana, abacaxi, citros, mamao,
maracuja e mandioca. Para cada espécie foram utilizados trés genoétipos, com trés repeticbes cada. A
quantificagao para verificar a quantidade e a qualidade do DNA foi feita em gel de agarose 1% por meio de
eletroforese. Em seguida foram realizadas as amplificagdes com dez marcadores moleculares, sendo: cinco
marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) e cinco ISSR (Inter-simple Sequence Repeats), com o intuito
de validar o protocolo. A extragdo de acidos nucleicos com uso da furadeira de bancada foi idealizada no
CIRAD - Baillarguet em Montpellier — Franga e CIP-Lima Peru. O método de extracdo de DNA com auxilio
da furadeira de bancada foi eficiente na obtencdo de DNA de qualidade em comparagdo com o método
tradicional que faz uso do nitrogénio liquido e sua validagao foi confirmada por meio das amplificagcbes via
marcadores ISSR e SSR.

Significado e impacto do trabalho: A possibilidade de aliar rapidez a robustez e baixo custo aos
protocolos de rotina, contribuem para o dinamismo e contengéo de gastos em laboratérios, que, ao final
de um ano, podem trazer muitos beneficios principalmente em se tratando de épocas de recursos
escassos. Esta nova metodologia ira contribuir imensamente para a reducao de custos nos laboratérios
de Biologia Molecular para trabalhos de rotina com marcadores de DNA.
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