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RESUMO

Andlises da diversidade microbiana em solos agricolas e adubos organicos sao
realizadas para inferir indicadores bioldgicos da fertilidade e a sua qualidade
sanitaria. Desse modo, técnicas baseadas em acidos nucleicos tem permitido uma
analise mais sensivel da estrutura e fungcao da diversidade microbiana dos adubos
organicos e dos solos. Sendo assim, a extragdo de DNA diretamente de amostras
ambientais é uma etapa essencial que deve garantir a obtengdo de DNA em
quantidade o suficiente e livre de contaminantes que podem comprometer as
andlises moleculares posteriores. Logo, o presente projeto objetivou comparar um
protocolo de extracdo de DNA de custo mais acessivel com um kit de extracdo
comercial. A extracdo de DNA total foi realizada a partir de amostras de seis
amostras de cama de aviario. O kit comercial de extracdo de DNA utilizado foi o
PowerSoil® DNA Isolation (Qiagen). O protocolo de extracdo de DNA foi baseado no
método de lise celular com tampao de extragdo contendo os detergentes CTAB (1%)
e SDS (5%) e esferas de vidro com agitagdo no vortex por 5 min e posteriormente
incubacao em banho-maria a 65°C por 1 hora. Em seguida, foi utilizada uma etapa
com PEG8000 (30%) e NaCl (1,6 M) com incubagdo por duas horas, e
desproteinizagdo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) seguido da precipitagéo
do DNA com isoproporanol com incubagéo por 12 horas. A quantidade (ng/uL) e a
qualidade (relagéo entre a absorbancia 260nm/280 nm) do DNA foram obtidos
através do espectrofotometro Nano Drop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). O
software utilizado para analises estatisticas foi o PAST verséo 4.10. Como os dados
sao nao-paramétricos, foram submetidos a transformacao Box-Cox e, em seguida,
ao teste t com nivel de significancia de 0,05. A partir do protocolo e do kit comercial
foram obtidos em média, respectivamente, 296 e 241 ng/uL de DNA total, ndo
apresentando diferenga significativa entre as concentragdes de DNA. Porém, houve
diferenga na relagdo de absorbancia 260/280 do protocolo em relagédo ao kit, que
apresentaram, respectivamente, 1,9 e 1,8 de média. Apesar da diferencga estatistica
da relagdo 260/280 apresentada entre o protocolo e o kit, ambos estdo no intervalo
de 1,8 a 2,0, o que indica que as amostras de DNA apresentam boa qualidade.
Valores abaixo indicam contaminagao com proteinas e valores acima, presenga de
RNA ou polissacarideos. Uma vez que foi possivel a extracdo de DNA das camas
de aviario pelo protocolo de baixo custo com quantidade e qualidade comparaveis
ao kit comercial, este protocolo pode representar uma alternativa mais acessivel aos
kits comerciais para extracdo de DNA de diferentes amostras ambientais
aumentando a acessibilidade a técnicas baseadas em &cidos nucleicos para
avaliacdo da diversidade microbiana.
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