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APRESENTACAO

O termo “genética” nos ultimos anos ganhou uma conotacédo cada vez mais
importante e acessivel a populagdo. Podemos dizer que a genética saiu da rotina
laboratorial e da sala de aula para adentrar as casas da populagao, seja por informacéao
ou na forma de produto. Isso porque a revolucéo tecnoldgica contribuiu grandemente
com 0 avancgo no campo da pesquisa basica e aplicada a genética, e as descobertas
propciadas por tecnologias mais apuradas possibilitaram um entendimento mais amplo
desta importante area.

A genética como sabemos possui um campo vasto de aplicabilidades que podem
colaborar e cooperar grandemente com o0s avangos cientificos e tecnoldgicos. O
acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos largos e rapidos no
sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto é relevante destacar que
investimentos e esfor¢cos nessa area contribuem grandemente com o desenvolvimento
de uma nagao.

O livro “Inventarios e Recursos Genéticos” aqui apresentado, aborda assuntos
relativos aos avancgos e dados cientificos publicados de cunho voltado para a utilizacéo
dos recursos genéticos disponiveis na area ambiental, microbiolégica dentre outras
diversas que cientistas tem gastado esforcos para compreender. Assim, sdo diversas
as possibilidades de aplicacbes genéticas em diversos campos, neste livro tentaremos
otimizar os conceitos dos recursos genéticos abordando plantas medicinais,
seguranca alimentar, sanidade animal, microrganismos patogénicos, identificacao
molecular, caracteriza¢cdo morfoagronémica, Banco de DNA, metabdlitos secundarios,
melhoramento genético, analise multivariada, bioinformatica, expressao de genes,
viabilidade polinica, Germoplasma, recursos genéticos, cultivares, Qualidade de
sementes; selecdo de plantas; melhoramento genético da mamoneira, simulacées
em Easypop, fluxo génico, fragmentacéao florestal, analise de diversidade genética de
Nei, Coeficientes de endogamia, demonstrando ferramentas genéticas e moleculares
usadas em diferentes estudos que estdao diretamente relacionados ao dia-a-dia da
populacéo.

Desejamos que este material possa somar de maneira significativa aos
novos conceitos aplicados a genética Parabenizamos cada autor pela teoria bem
fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora
por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas
geracgdes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 7

COMPARACAO DE TEMPO E CUSTOS DE
PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE DNA DE PLANTAS
DO CERRADO: SUBSIDIO PARA CONSERVACAO DA

Diego Cerveira de Souza

Laborato6rio de Genética Molecular, Instituto
de Biotecnologia, Universidade Federal de
Uberlandia, Patos de Minas/MG.

Terezinha Aparecida Teixeira
Laboratério de Genética Molecular, Instituto
de Biotecnologia, Universidade Federal de
Uberlandia, Patos de Minas/MG.

Carla Ferreira de Lima

Laboratoério de Microbiologia, Instituto de
Biotecnologia, Universidade Federal de
Uberlandia, Patos de Minas/MG.

Vanessa Aparecida Caetano Alves
Laboratério de Genética Molecular, Instituto
de Biotecnologia, Universidade Federal de
Uberlandia, Patos de Minas/MG.

RESUMO:AsplantasdoCerradosaogeralmente
ricas em metabdlitos secundarios, que dificultam
a extracdo de DNA em quantidade e qualidade
suficiente para estudos genéticos em nivel
molecular, de grande valia para programas
de conservacédo da biodiversidade do bioma.
Somente trés protocolos ja foram descritos
como eficientes para extracdo de DNA de um
maior numero de plantas do Cerrado. Como,
para caracterizacado de populag¢des vegetais, 0
numero de individuos que precisa ser avaliado
geralmente é elevado, identificar protocolos
que extraiam DNA com menor custo e em
menor tempo € de fundamental importancia.

Inventario de Recursos Genéticos

BIODIVERSIDADE DO BIOMA

Neste contexto, o presente trabalho objetivou a
comparacao do tempo de execucéao e dos custos
de reagentes e mao de obra dos trés protocolos
ja descritos para extracdo de DNA de plantas
do Cerrado. Os resultados mostraram que, por
meio do protocolo baseado no uso conjunto de
SDS e Triton X-100, a extracdo de DNA ocorre
em cerca de 29 minutos, com gastos de R$
0,895 e R$ 7,39 por amostra com reagentes e
mao de obra, respectivamente. Com os demais
protocolos séo gastos de 80 a 242 minutos para
extracdo e de R$ 1,135 a R$ 1,178 e R$ 20,28
a R$ 61,15 por amostra com reagentes e mao
de obra, respectivamente. Portanto, o protocolo
baseado no uso conjunto de SDS e Triton X-100
mostrou-se mais rapido e barato que os demais,
sendo uma importante ferramenta para estudos
genético-moleculares de espécies vegetais do
Cerrado.

PALAVRAS-CHAVE: Estudos genéticos.
Metabdlitos secundarios. SDS. Triton X-100

COMPARISON OF TIME AND COSTS OF
DNA EXTRACTION PROTOCOLS FOR
CERRADO PLANTS: SUBSIDY FOR BIOME
BIODIVERSITY CONSERVATION

ABSTRACT: Cerrado plants are generally rich
in secondary metabolites, which make it difficult
to extract DNA in sufficient quantity and quality
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for genetic studies at the molecular level, which are of great value for biome biodiversity
conservation programs. Only three protocols have been described as efficient for
extracting DNA from a larger number of Cerrado plants. As for the characterization
of plant populations, the number of individuals that need to be evaluated is generally
high, identifying protocols that extract DNA with less cost and time is of fundamental
importance. In this context, the present work aimed at comparing the execution time and
the costs of reagents and labor of three protocols already described for the extraction
of DNA from Cerrado plants. The results showed that, through the protocol based on
the joint use of SDS and Triton X-100, DNA extraction occurs in about 29 minutes, with
expenditures of R$ 0.895 and R$ 7.39 per sample with reagents and labor respectively.
The other protocols spent from 80 to 242 minutes for extraction and from R$ 1.135 to
R$ 1.178 and R$ 20.28 to R$ 61.15 per sample with reagents and labor, respectively.
Therefore, the protocol based on the joint use of SDS and Triton X-100 proved to
be faster and cheaper than the others, being an important tool for genetic-molecular
studies of Cerrado plant species.

KEYWORDS: Genetic diversity. Secondary compounds. SDS. Triton X-100.

11 INTRODUCAO

O Cerrado é composto por um mosaico de formagdes vegetais, que formam
um gradiente de areas florestais a campestres, ocupando cerca de 25 % do territorio
brasileiro (DURIGAN; RATTER, 2016). Mais da metade dessa éarea ja foi desmatada
para implantacdo de pastagens e campos agricolas (KLINK, 2013). Estima-se que,
considerando a taxa atual de degradacdo, o restante do bioma estara destruido
até 2050 (STRASSBURG et al., 2017). O Cerrado abriga mais de 11.000 espécies
vegetais, das quais mais de 4.400 sao endémicas, além de uma grande variedade de
vertebrados terrestres e aquaticos e elevado numero de invertebrados (MEDEIROS,
2011). Perante a sua riqueza de espécies, 0 seu alto grau de endemismo e a sua
crescente taxa de degradacao, o Cerrado € considerado como um dos 35 hotspots
mundiais, sendo a unica savana entre eles (MITTERMEIER et al., 2011).

Aadocao de estratégias de conservacéo do Cerrado é essencial para manutencéo
da sua biodiversidade. Para isso, é crucial a avaliagéo da variabilidade genética entre
e dentro das populagdes, o0 que ja passou a ter um papel de destaque na definicdo das
estratégias de conservacao e manejo de popula¢des naturais (RIBEIRO; RODRIGUES,
2006). Quanto maior a variabilidade genética existente nas populacdes, maiores sao
as chances de perpetuacéo da espécie (RODRIGUES, 2015). Uma maior diversidade
genética assegura as populacbes altos potenciais adaptativo e evolutivo para
contrapor os efeitos gerados pelas estocasticidades ambientais, bem como permite
que populagdes se adaptem a ambientes em transformacéao e individuos sobrevivam
e se reproduzam em situacdes novas (MIRANDA, 2014).

Até meados da década de 60, a avaliacao da diversidade genética era realizada
tendo como base caracteres morfolégicos, em geral, fendtipos de facil identificagao
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visual (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Todavia, com o desenvolvimento de
novas tecnologias no campo da biologia molecular, especialmente a reacdo em
cadeia da polimerase, foram criados diversos métodos moleculares para detec¢éao da
variabilidade existente diretamente em nivel de DNA (CRUZ; FERREIRA; PESSONI,
2011). Para o sucesso destas analises, o primeiro passo € a obtencdo de DNA em
quantidade suficiente e com boa qualidade, ou seja, integro e livre de contaminantes
(DEHESTANI; TABAR, 2007). Entretanto, as espécies vegetais do Cerrado em sua
grande maioria sdo ricas em metabodlitos secundarios, especialmente compostos
fendlicos, como flavonoides, polifendis, fendis e taninos, que dificultam a extracdo de
DNA em quantidade e qualidade para analises moleculares (SILVA, 2010; MOREIRA;
OLIVEIRA, 2011).

O uso de kits comerciais € uma alternativa para extracdo de DNA de plantas,
entretanto, estes kits s&o caros, o que dificulta a sua utilizacdo em laboratérios de
pesquisa com poucos recursos financeiros ou mesmo para aqueles cujo numero de
amostras a ser analisado € elevado (AHMADI et al., 2018). Até hoje, apenas trés
estudos descreveram protocolos de extragcao adaptados para uma maior variedade
de espécies vegetais do Cerrado: Faleiro et al. (2003), Silva (2010) e Souza e Teixeira
(2019).

Faleiro et al. (2003) e Silva (2010) apresentaram métodos derivados do protocolo
descrito por Doyle e Doyle (1987), com o uso de brometo de hexadecetiltrimetilamonio
(CTAB), que consiste em uma metodologia que envolve diversas etapas de purificacéo
e precipitacdo e usa compostos toxicos, como cloroférmio e B-mercaptoetanol (TAMARI
et al., 2013). Ja Souza e Teixeira (2019) descreveram um método de extracao baseado
no uso conjunto de dodecilsulfato de sodio (SDS) e Triton X-100 para lise celular,
eliminando a necessidade de realizac&o de etapas de purificagdo pds-extragcao e o uso
dos reagentes toxicos usados na metodologia CTAB.

Em estudos moleculares com espécies vegetais, geralmente é necesséria a
avaliacdo de um grande numero de individuos, muitas vezes em laboratérios que ndo
possuem méao de obra e recursos financeiros abundantes, nem mesmo estrutura basica
gue garanta a seguranca dos trabalhadores. Portanto, um bom protocolo de extracéo
de DNA, além de ser capaz de extrair DNA puro, integro e em boa quantidade, deve
ser seguro, rapido e barato (ANTANAVICIUTE et al., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a analise do tempo de
execucao e dos custos gastos com reagentes e méao de obra nos protocolos cuja
eficiéncia de extracdo de DNA em qualidade e quantidade para um maior nUmero de
espécies vegetais do Cerrado ja foi descrita, a fim de auxiliar na escolha da metodologia
de extracdo mais rapida e barata para estudos genético-moleculares com plantas do
bioma.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Protocolos testados

As principais etapas dos trés protocolos de extracdo de DNA testados estéo
descritas a seguir:

I. Faleiro et al. (2003) — Colocar material foliar macerado em um microtubo
de 2,0 mL, ocupando 1/5 do seu volume. Adicionar 800 pL de tampéao de
extracdo (100 mM Tris-HCI; 20 mM EDTA; 1,3 M NaCl; CTAB 2,8 %; PVP
1 %; B-mercaptoetanol 0,2 %). Incubar os microtubos em banho-maria
a 70 °C por 60 minutos, agitando-os a cada 10 minutos. Adicionar 700
uL de CIA — cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v). Agitar com suaves
inversdes por 10 minutos e centrifugar a 4 °C a 18.845 g por 10 minutos.
Transferir o sobrenadante para novos microtubos de 2,0 mL. Adicionar
55 pyL de CTAB 7 % e repetir a etapa de limpeza com CIA. Adicionar
ao sobrenadante 700 pL de isopropanol gelado. Manter os tubos a — 20
°C por duas horas e centrifugar como na etapa de limpeza. Descartar o
sobrenadante, lavar o pellet com etanol 70 % (v/v) e secar a temperatura
ambiente. Ressuspender o pellet em 150 pyL de agua contendo RNAse
na concentracdo de 40 pg/mL. Colocar em banho-maria a 37 °C até a
completa ressuspensao. Precipitar, centrifugar e ressuspender o pelletem
150 pL de &gua, como ja descrito.

[I. Silva (2010) — Colocar material foliar macerado em um microtubo de 2,0
mL. Adicionar 700 L do tampéo de extracao pré-aquecido (100 mM Tris-
HCI; 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; CTAB 2 %; PVP 1 %; B-mercaptoetanol
1 %). Incubar em banho-maria a 60-65 °C por 30 minutos. Retirar os
microtubos do banho-maria e resfriar em temperatura ambiente. Adicionar
600 pL de CIA — cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v). Agitar com suaves
inversdes por 10 minutos e centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos.
Transferir o sobrenadante para um novo microtubo de 2,0 mL, adicionar
1/10 do volume de CTAB 10 % e homogeneizar por inversao. Repetir a
limpeza com 600 pL de CIA por mais duas vezes. Adicionar 2/3 do volume
do sobrenadante de isopropanol gelado e centrifugar a 7.000 rpm por 5
minutos. Descartar o sobrenadante, lavar o pellet duas vezes em 1,0 mL
de etanol 70 % e uma vez em 1,0 mL de etanol absoluto por 5 minutos.
Secar o pellet em temperatura ambiente. Ressuspender em 100 yL de
tampao TE e armazenar a — 20 °C.

[ll. Souza e Teixeira (2019) — Colocar cerca de 100 mg de material triturado
em um tudo de 15 mL. Adicionar o tamp&o de extracdo pré-aquecido (100
mM Tris-HCI; 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; SDS 5 %; Triton X-100 5 %) até
aproximadamente 5 mL e incubar em banho-maria a 65 °C por 15 minutos.
Transferir 0 sobrenadante para um microtubo de 2 mL e centrifugar a 13.000
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rpm por 7 minutos. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo de
2 mL, adicionar o mesmo volume de etanol absoluto gelado e centrifugar
a 13.000 rpm por 7 minutos. Descartar o sobrenadante, secar o pellet em
temperatura ambiente e ressuspender em 100 yL de tampéo Tris-HCI e
armazenatr.

2.2 Analise dos dados

O tempo gasto para extracdo de DNA por meio de cada método foi determinado
considerando o tempo para execucdo das principais etapas de cada um, desde
a incubacdo em banho-maria com o tamp&o de extracdo, desconsiderando
etapas anteriores para preparacdao do material vegetal, até a obtencdo do pellet,
desconsiderando etapas posteriores para limpeza deste. Agbes rapidas, como a
simples adicdo e mistura de reagentes e o uso do vértex e/ou spin, por ndo exercerem
grande influéncia no tempo total, ndo foram consideradas.

Para determinacéo do custo total de extracédo de cada método foram estimados
0s custos dos reagentes e da mé&o de obra gasta nas principais etapas descritas
nos protocolos, nos termos apresentados para determinacdo do tempo. Os custos
referentes aos equipamentos (aquisicao e desgaste) e outros materiais do laboratorio
foram excluidos. Os custos de todos os reagentes foram calculados com base no valor
dos reagentes da empresa Sigma-Aldrich®. Para calculo do valor da mao de obra foi
considerado o salario mensal de R$ 2.446,97, correspondente ao salario inicial de um
técnico de laboratério do governo federal (nivel D-1), sendo 20 dias trabalhados/més
e 8 horas/dia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria das plantas do Cerrado possui elevados teores de metabdlitos
secundarios, especialmente terpenos e compostos fendlicos, como taninos,
flavonoides, alcaloides, cumarinas, saponinas, fendis e ligninas (SILVA; MIRANDA,;
CONCEICAO, 2010), que dificultam o processo de extracdo e purificacdo de DNA
e, consequentemente, a realizacdo de estudos moleculares para conservagao e
aproveitamento econémico destas espécies.

As condi¢cbes de baixa disponibilidade de recursos dos ambientes de Cerrado
explicam o fato de as plantas do bioma possuirem estes elevados teores de metabdlitos
secundarios. Estudos mostram que existe uma relacéo estreita entre a disponibilidade
de nutrientes minerais e a concentracao de metabdlitos secundarios, sendo que plantas
gue vivem em solos com baixa fertilidade, como os do Cerrado, acumulam grandes
quantidades de compostos fendlicos e terpenos, devido a abundancia de compostos
organicos, produzidos pelo metabolismo primario e a menor disponibilidade de
nutrientes minerais (NOLETO, 2010). Plantas que crescem em locais com limitagdes
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de nutrientes também tém maior dificuldade em repor material vegetal perdido por
herbivoria, 0 que as obriga a apresentarem maior investimento em compostos de
defesa (COLEY; BRYANT; CHAPIN, 1985), sendo os metabdlitos secundarios algumas
destas ferramentas de protecao das plantas (SANTOS, 2015).

Na maioria dos protocolos de extracdo de DNAde plantas, os tampdes de extracao
possuem (-mercaptoetanol para eliminacéo de compostos fendlicos, polissacarideos e
outros contaminantes, sendo ainda necessaria uma ou mais etapas de purificacao para
remocéo de proteinas com cloroférmio e alcool isoamilico (RODRIGUES; VENANCIO;
LIMA, 2017). Embora estes reagentes realmente promovam a melhora da qualidade
do DNA extraido, sdo altamente toxicos, reduzindo a seguranca dos processos de
extracdo. Os kits comerciais sdo uma alternativa para eliminar o uso destes reagentes
e obter DNA de plantas com boa qualidade e em boa quantidade, mas sédo caros
(SHI; PANTHEE, 2017), podendo chegar a cerca de R$ 16,00 por amostra (US$ 4,37),
valor inviavel de ser gasto para boa parte dos laboratérios de anélises moleculares de
plantas (ANTANAVICIUTE et al., 2015). Ja o protocolo descrito por Souza e Teixeira
(2019) nao utiliza os principais reagentes toxicos usados nos demais protocolos ja
testados para espécies vegetais do Cerrado (B-mercaptoetanol e cloroférmio), o que
o torna mais seguro.

O tempo de extracao de DNA dos protocolos testados variou de 29 a 242 minutos,
sendo o protocolo descrito por Souza e Teixeira (2019) o mais rapido e o descrito por
Faleiros et al. (2003) o mais demorado (Tabela 1). Enquanto os outros protocolos
usam de 30 a 60 minutos de incubacdo em banho-maria, no protocolo de Souza e
Teixeira (2019) séo apenas 15 minutos. Além disso, ambos os protocolos baseados
em CTAB exigem mais de uma etapa de limpeza com CIA e CTAB, o0 que aumenta
consideravelmente o seu tempo de execucgéo. O tempo total de extragdo do protocolo
de Faleiros et al. (2003) foi ainda superior ao descrito por Silva (2010) devido a etapa
de precipitacdo, uma vez que no primeiro as amostras sdao mantidas a — 20 °C por
duas horas para precipitacdo do DNA, o que néao € necessario no segundo.

. Protocolo
Procedimento . - .
Souza e Teixeira (2019)’ Faleiro et al. (2003)? Silva (2010)®
Extracao 15 60 30
Purificagao 7 50 45
Precipitacéo 7 130 5
Tempo total 29 242 80

Tabela 1 — Tempo gasto, em minutos, nas principais etapas dos protocolos de extragcdo de DNA
estudados.

" Extragdo: incubagé@o em banho-maria; Purificagcdo: centrifugagéo para separagdo do sobrenadante com o DNA;
Precipitacéo: centrifugacéo para precipitacdo do pellet.

2 Extragéo: incubag@o em banho-maria; Purificagdo: duas limpezas com CIA (homogeneizagéo e centrifugagéo) e
uma limpeza com RNAse (centrifugacéo); Precipitacdo: manutencao em baixa temperatura e centrifugacéo para
precipitacéo do pellet.
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% Extragao: incubag@o em banho-maria; Purificagdo: limpeza com CIA por trés vezes
(homogeneizacao e centrifugacéo); Precipitacdo: centrifugacao para precipitacao do pellet.

Os custos dos reagentes variaram de R$ 0,895 a R$ 1,178 por amostra (Tabela
2). Embora o processo de obtencdo de DNA pelo método de Souza e Teixeira (2019)
tenha apresentado maior custo na etapa de extracdo, o seu custo total foi inferior 21
e 24 %, respectivamente, quando comparado aos protocolos descritos por Faleiros et
al. (2003) e Silva (2010), pelo fato de néo usar reagentes no processo de purificacao,
que € composto apenas por centrifugacédo. Estudos futuros devem testar o uso de
microtubos de 2 mL na etapa de extracdo do protocolo de Souza e Teixeira (2019), a
fim de buscar a reducéo de custos, com adaptagcdes eventualmente necessarias para
nao reducéao de sua eficiéncia.

. Protocolo
Procedimento . - .
Souza e Teixeira (2019) Faleiro et al. (2003) Silva (2010)
Extragéo 0,762 0,113 0,093
Purificacéo - 0,704 0,861
Precipitacéo 0,133 0,361 0,181
Custo total 0,895 1,178 1,135

Tabela 2 — Custos dos reagentes utilizados nas principais etapas dos protocolos de extragéo de
DNA estudados (R$)'.

" Valor de cada reagente por quilograma ou litro: SDS (R$ 2.039,00/kg), Triton X-100 (R$ 403,00/L), NaCl (R$
496,00/kg), EDTA (R$ 641,00/kg), NaOH (R$ 779,00/kg), Tris-base (R$ 1.102,00/kg); Precipitagdo: etanol
absoluto (R$ 133,00/L), CTAB (R$ 2.068,00/kg), PVP (R$ 1.569,00/kg), B-mercaptoetanol (R$ 774,00/L),

cloroférmio (R$ 476,00/L), alcool isoamilico (R$ 380,00/L), RNAse (R$ 5.846,00/kg), isopropanol (R$ 258,00/L).

A etapa de purificacdo foi responsavel por 60 e 76 % dos custos totais dos
protocolos de Faleiro et al. (2003) e Silva (2010), respectivamente, sendo que no
primeiro s&o realizadas duas limpezas com CIA, uma com CTAB e uma com RNAse,
enquanto que no segundo, além da limpeza por CTAB, a limpeza com CIA é repetida
por trés vezes, o que aumenta o gasto com estes reagentes.

Como o tempo total gasto no protocolo de Souza e Teixeira (2019) foi inferior
aos demais, consequentemente, os custos com mao de obra também foram inferiores
(Tabela 3). Enquanto no protocolo de Souza e Teixeira (2019) sdo gastos apenas R$
7,39 para execucédo de suas principais etapas, no protocolo descrito por Faleiro et al.
(2003) esse custo chegou a R$ 61,15.

. Protocolo
Procedimento — - -
Souza e Teixeira (2019) Faleiro et al. (2003) Silva (2010)
Extracéo 3,82 15,29 7,64
Purificacéo 1,78 12,74 11,47
Precipitacéo 1,78 33,12 1,27
Custo total 7,39 61,15 20,38
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Tabela 3 — Custos com mao de obra para realizacéo das principais etapas dos protocolos de
extragdo estudados (R$)'.

Considerando o tempo de execucédo das trés principais etapas dos métodos de
extracéo testados e 0 uso de uma micro centrifuga com capacidade para 24 amostras,
como a usada em boa parte dos laboratérios, por meio do protocolo de Souza e Teixeira
(2019), 384 amostras de DNA podem ser extraidas por uma pessoa durante um dia de
trabalho. Ja para os protocolos de Faleiros et al. (2003) e Silva (2010), a capacidade
de extrac&o diaria por uma pessoa, nas mesmas condi¢des, é reduzida para cerca
de 48 e 144 amostras, respectivamente, o que dificulta a aplicacdo destes métodos
quando a andlise de um elevado numero de individuos € requerida.

41 CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que o protocolo apresentado por Souza e Teixeira
(2019), além de eficiente na extragcdo de DNA em qualidade e quantidade suficiente
para analises moleculares, € mais seguro, rapido e barato, quando comparados
aos demais protocolos ja descritos para extracao de DNA de um maior numero de
espécies vegetais do Cerrado. Assim, em estudos genéticos de plantas do bioma,
onde geralmente o numero de individuos a ser avaliado é elevado, o uso do protocolo
de Souza e Teixeira (2019) mostra-se uma importante ferramenta para reducéo de
custos e tempo para obtencao de DNA vegetal.
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