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CAPITULO 1
1 IDENTIFICACAO
1.1 Nome do aluno: Anderson Eduardo Amancio de Lima
Matricula:2015101201240051
1.2 Nome do supervisor: Rodrigo Vitorio Alonso
1.3 Nome do orientador: Fabricio Carrido dos Santos

2 LOCAL DE ESTAGIO
2.1Nome do local estagio: NELORE MYO GENETICA BOVINA EIRELI
2.2Localizacao: Aragatuba — SP/ Goiania — GO
2.3Periodo do estagio: De 27 de junho a 10 de outubro, totalizando 520 horas.
2.4 Justificava de escolha do campo de estagio:

A empresa Nelore Myo possui visdo inovadora sobre a producido animal, e
trabalho com o uso de técnicas avancadas em genética e reprodug¢ao na pecuaria
de corte. Justifica-se a escolha do campo de estagio pela afinidade pela area,

apenas reforgando a ideia da “escolha certa”.

3 DESCRIGAO DO LOCAL E DA ROTINA DE ESTAGIO

3.1Descricao do local de estagio

A Nelore Myo possui sede em Aracatuba, interior do estado Sao Paulo,
localizada sobre as margens da rodovia Senador Ludovico Teoténio. A empresa
possui ampla estrutura, numa area de 42 ha, composta por curral de manejo,
laboratorio para analise de material genético dos animais, escritério e casa para
funcionarios. Além disso, possui uma area de aproximadamente 35 ha, onde os
animais selecionados para reproducao permanecem.

Atualmente, a Nelore Myo possui parceiros multiplicadores em 12 estados
brasileiros responsaveis pela disseminacdo da genética Myo. As fazendas
multiplicadoras possuem criagao de animais da ragdo Nelore comercial onde
opta-se pelo cruzamento com animais nelore Myo. Os animais oriundos desses

cruzamentos sdo acompanhados do nascimento ao abate.



Nesse modelo, as fazendas multiplicadoras contribuem com as matrizes e
a empresa com a genética especializada. Dada a parceria, € feito um projeto para
a introducao dos animais com gene variante da miostatina na fazenda.

Para se alcancar esse resultado e obter um animal que carreia a dupla
musculatura com fendtipo do gado padrdo Nelore, fez-se necessaria uma
sequéncia de cruzamentos que se iniciaram em 2004, em que vacas da raca
Nelore foram inseminadas com sémen de touros da raca Belgian Blue. Apés 15
anos de melhoramento obteve-se animais que sdo adaptados ao sistema de

criacao brasileiro com alto rendimento de carcaca.
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FIGURA 1. Esquema de retro cruzamento (Backcross) para introgresséo da
mutacao do gene da miostatina na raga Nelore, proveniente do Belgian Blue,
visando a producgao dos primeiros animais homozigotos.

Fonte: Nelore Myo, Aracatuba 2017.

A Nelore Myo possui uma sala no complexo tecnolégico da Universidade
Federal de Goias (UFG), no campus Samambaia, atuando como uma filial da
empresa no Centro-Oeste. Em parceria com a Escola de Veterinaria e Zootecnia
(EVZ) da UFG, foi disponibilizado laboratério para a realizacdo de exames para

identificagao do gene da miostatina.



3.2 Descricao da rotina de estagio.

O estagio curricular supervisionado ocorreu no periodo de 27 de junho a
10 de outubro de 2019, sob a supervisao do Médico Veterinario Dr. Rodrigo
Vitorio Alonso, diretor executivo da Nelore Myo. O cronograma das atividades foi
feito de forma espontanea e aleatéria a fim de garantir o melhor aproveitamento e
aprendizado. Foi possivel acompanhar as diversas etapas que estavam
ocorrendo nas fazendas multiplicadora com diferentes rotinas pelo pais como
manejos reprodutivo e sanitario, nascimento dos bezerros, desmama e coleta de
material para exame de DNA, para identificar os animais portadores da variagao
do gene.

O estagio iniciou-se com um treinamento na sede da Nelore Myo, onde foi
apresentada equipe, a metodologia de trabalho da empresa e o meétodo de
implantacdo do gene mutante da miostatina por retro cruzamento. Durante o
treinamento foram apresentados alguns animais para reprodugdo que se
localizavam na propriedade.

Entre outras atividades desenvolvidas destaca-se a organizacdo de
planilhas e dados das fazendas multiplicadoras, personalizagéo de projetos de
melhoramento genético para a instalagao nas fazendas.

Nas fazendas multiplicadoras, as matrizes foram identificadas e
direcionadas posteriormente para o acasalamento. A identificacao foi realizada
por marcagao numeérica com ferro incandescente no couro ou por brinco. Para o
acasalamento, utilizou-se alguns critérios tais como peso do animal, categoria
animal (novilha, primipara ou multipara) e classificadas para serem inseminadas
de touros heterozigotos ou homozigotos positivo. Para a inseminacao artificial e
confirmacao de prenhez, foram utilizadas as biotecnologias reprodutivas como a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), fertilizacao in vitro (FIV), além do
diagnostico de prenhez por palpacao retal e ultrassonografia.

O nascimento de bezerros oriundos de FIV foram acompanhados, visto
que estes animais nascem com um peso superior aos feitos por inseminagao
artificial convencional, podendo levar a distocias, sendo necessario 0 uso de
manobras obstétricas para retirada do bezerro ou cesariana. Nesse sentido, a
realizacdo e a inducdo de sincronizacao dos partos permitem a adocao de

técnicas de manejo mais efetivas no que se refere ao monitoramento dos animais.



As vacas receptoras apos 280 dias de gestagao foram induzidas ao parto
com o uso associado de glicocorticoides de curta agdo com a prostaglandina
(PGF2a). Apos os nascimentos dos bezerros estes foram monitorados para
garantir a ingestao de colostro em no maximo duas horas apods o parto. Caso nao
ocorresse no tempo desejado e de forma natural, era feita intervencéo fazendo a
colostragem manual, utilizando colostro ordenhado da propria mae ou colostro
sintético comercial.

Antes da desmama dos bezerros realizou-se a coleta de pélos da ponta
da calda para extracdo de DNA, a fim de identificar os animais portadores do
gene variante da miostatina. Foi feita adaptagcao ao protocolo (ANEXO 1), ja
utilizado pelo Laboratério Multiusuario de cultivo celular da EVZ/UFG.

Os animais heterozigotos ou homozigotos positivos para o polimorfismo
da miostatina foram identificados com a marca MYO na paleta direita (Figura 2).
Essa marcagao tem o objetivo de facilitar o manejo durante a vida e em fémeas

redirecionar os acasalamentos futuros.

FIGURA 2. Identificagao de animais com polimorfismo do gene da miostatina com
a marca “MYQO”: Fazenda Entre Rios — Cocalinho — MT



Foi realizado o manejo sanitario com o intuito de melhorar os indices de
natalidade em uma das fazendas com vacinagao reprodutiva em novilhas. Foi
feita a vacina para Brucelose RB-51, 2 mL, via subcutaneo na regiao do pescoco
e vacina polivalente para rinotraqueite infecciosa bovina, parainfluenza tipo 3,
virus respiratério sincicial bovino, diarreia viral bovina e leptospirose, 5 mL via
subcutanea na regiao do pescoco.

Dentre as atividades de divulgacdo da marca, participou-se na organizacao
da exposicdo de touros da nelore Myo durante o a feira de exposicao da 92 edicao
da Goias Genética, realizada no parque de exposicao agropecuaria de Goiania,
Goias. Durante o evento foram expostos dois animais sendo um heterozigoto e
outro homozigoto positivo. O proposito foi apresentar o projeto nelore Myo ao
publico, composto por técnicos, estudantes dos cursos de zootecnia e medicina
veterinaria e pecuaristas.

Durante o periodo de estagio acompanhou-se as atividades e a rotina de
empresas que prestam servicos para a Nelore Myo, entre elas se destaca a
Central Tairana na cidade de Presidente Prudente/SP, onde é realizada coleta e
criopreservagao de sémen dos touros nelore Myo. Acompanhou-se também os
laboratorios Origens BRA na cidade de Dourados/MS e o laboratorio Embryo em
Sao Jose do Rio Preto/SP, ambos responsaveis pelo processo de maturacao de

ovacitos, fertilizacao in vitro, cultivo e criopreservacao de embrides.

3.3 Resumo quantificado das atividades

Durante o periodo pode-se acompanhar a colheitas de ovocitos para
fertilizagao in vitro, colhidos um total de 714 ovécitos viaveis de 31 receptoras na
fazenda Pedrinha em Patrocinio Paulista/SP. Apés a separacao e classificacdo
dos ovocitos foram encaminhados para o laboratério OrigensBRA em
Dourados/MS e Embryo em Sao José do Rio Preto/SP.

No estado do Para acompanhou-se as atividades do medico veterinario
Fernando Figueiredo Junior, representante da Nelore Myo, em fazendas que nao
se trabalha com estacao reprodutiva dos animais. As atividades realizadas foram
a inseminacao artificial de 96 matrizes em uma fazenda no municipio de Pau

Darco/PA, diagnéstico de gestacdo em 187 matrizes no municipio de Floresta do



Araguaia/PA, indugao de cio para IATF de mais 76 vacas no municipio de
Conceigao do Araguaia/PA.

Realizou-se a indugdo do parto e acompanhamento do nascimento de 27
bezerros oriundos de FIV portadores do gene mutante da miostatina, sendo 17 no
municipio de Bela Vista/MS e 10 no municipio de Potirendaba/SP.

Em Mato Grosso acompanhou-se uma fazenda multiplicadora no vale do
Araguaia onde foi realizado o diagnéstico de gestacdo e avaliagdo ginecologica
de 130 animais, coleta de material para realizacao de exame de DNA por PCR de
73 animais, pesagem de 128 bezerros de sobre ano e vacinagao de 135 novilhas.

A Figura 3 mostra as atividades realizadas com a distribuigdo em

porcentagem.

m Diagnostico de gestacéo e avaliacdo ginecoldgica por
palpacéo retal (317)

m Aspiracdo folicular (31)

=Inseminacéo Artificial de matrizes Nelore sincronizadas
(96)

= Sincronizacdo de cio para controle de IATF (76)

minducdo e acompanhamento de parto (27)

mDesmama de bezerros (73)

= Aplicacdo de vacina reprodutivas (135)

= Exame de DNA para identificacdo de animais com

polimorfismo (86)

« Pesagem de bezerro sobre ano (128)

FIGURA 3. Distribuicao das atividades realizadas.



CAPITULO 2

Indugdo de partos de vacas Nelore submetidas a FIV com embrides portadores de mutagao
no gene da miostatina

Induction of Nellore cows calving IVF submitted with myostatin gene mutation IVF
embryos

ANDERSON EDUARDO AMANCIO DEWLIMAI; RODRIGO VITORO ALONSO*;
FABRICIO CARRIAO DOS SANTOS"
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Rural, Urutai, Goias, CEP:75790-000, Brasil.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o nascimento de bezerros Nelore portadores do gene
variante da miostatina, feitos a partir da técnica de Transferéncia de embriao Fertilizados in
vitro (FIV) com parto induzido aos 280 dias com o uso de farmacos. Fatores como a
mutagdo genética no gene da miostatina e a produgao in virro faz com que os animais
nasgam mais pesados. A indugdo de parto utilizando de prostaglandina (PGF2a) com
glicocorticoides de curta permite otimizar o monitoramento dos animais e fazer alguma
Intervengao se necessario. Foi feito o acompanhamento do parto de 48 receptora de
embrides Nelore produzidos por TE-FIV, nascendo bezerros homozigotos e heterozigotos
portadores do gene variante da miostatina. Avaliando a dificuldade dos partos sendo
classificados em partos normais e distocicos. As matrizes eram novilhas, primiparas e
multiparas. Das 48 indugoes ao parto, nove bezerros nasceram com auxilio de manobras
obstétricas e foram realizadas duas operagOes cirtirgicas para a retirada dos bezerros.

Palavras-chaves: Dupla Musculatura, Distocia, Fertilizagao in Vitro, Indugao de Parto.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the delivery of Nelore calves carrying the myostatin
variant gene, performed using the In vitro Fertilized Embryo Transfer (IVF) technique with
280-day-induced calving using drugs. Factors such as myostatin gene mutation and in vitro
production make animals born heavier. Induction of labor using prostaglandin (PGF2a)
with short glucocorticoids allows for optimal animal monitoring and intervention if
necessary. The delivery of 48 Nelore embryos recipients produced by TE-IVF was
monitored, giving birth to homozygous and heterozygous calves carrying the myostatin
variant gene. Evaluating the difficulty of deliveries being classified into normal and
dystocic deliveries. The matrices were heifers, primiparous and multiparous. Of the 48
inductions at birth, nine calves were born with the aid of obstetric maneuvers and two

surgical operations were performed to remove the calves.
Keywords: Double Muscle, Dystocia, Fertilization in Vitro, Induction of Childbirth.

Introducao
As ragas zebuinas, sdo a maioria do rebanho brasileiro, com cerca de 80% do

rebanho nacional (ABIEC, 2014), devido sua plena capacidade de adaptacao as condigdes



climaticas de um pais tropical, resisténcia a carrapatos e a infecgoes, adaptagdes as
pastagens, fertilidade, facilidade de parto e rusticidade (ACNB, 2018, SILVA, 2012).

A utilizagdo de touros de ragas taurinas em vacas da raga Nelore € uma estratégia
da pecuaria brasileira para aumentar a produtividade. As ragas taurinas apresentam maiores
indices produtivos, mas com grande dificuldade de adaptacao ao nosso sistema produtivo e
clima. (RESTLE et al., 2000 BO, et al., 2003).

Dentre as racas taurinas, o Belgian Blue se destaca pela grande capacidade de
produg¢ao de carne, com elevados niveis de rendimento de carcaga e de maciez,
apresentando a caracteristica conhecida como dupla musculatura (ARTHUR, 1995). Essa
caracteristica ¢ causada por uma mutacdo no gene da miostatina, que controla o
desenvolvimento da musculatura esquelética de varias espécies (MCPHERRON et al.,
1997).

Alonso et al., (2013) utilizando metodologia de congénia assistida por marcadores
moleculares produziu uma linhagem de bovinos da raga Nelore, carreando a mutagdo no
gene da miostatina proveniente do Belgian Blue, aumentando o rendimento de carcaga do
gado Nelore. Entretanto, apesar das provaveis vantagens relacionadas aos ganhos de
carcaga dos animais com a variante genética no gene da miostatina, uma das grandes
limitagoes para a multiplicagao e difusao dessa nova linhagem em larga escala € que o
polimorfismo no gene da miostatina tém sido associados com dificuldade de parto pelo
aumento do peso ao nascumento.

Os animais congénicos sao caracterizados como uma linhagem (receptora) de
animais que apresentam uma regido especifica de seu genoma proveniente de outra
linhagem (doadora), adquirida através de cruzamentos especificos. O termo congénico se
aplica quando apenas uma regiao do cromossomo ¢ transferida de uma linhagem para outra
(SILVER, 2001).

A fertilizagao in virro (FIV) ¢ utilizada para agilizar a produgao de bezerros e,
consequentemente, bovinos geneticamente superiores. Além disto, esta técnica permite a
utilizacao de fémeas geneticamente superiores que por algum motivo nao possa reproduzir-
se naturalmente, como as que possuem dupla musculatura.

Apesar das vantagens Horta (1999) relatou que animais produzidos in vitro
apresentavam maior peso ao nascer, maior periodo de gestagao, consequentemente

aumentando o risco de natimortalidade e distocias durante o parto.
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Sabendo disto, o uso de farmacos podem induzir o animal ao parto onde se
sincroniza os nascimentos podendo ofimizar o monitoramento destes animais e
eventualmente ser feita alguma intervengdo com o uso de manobras obstétricas (BO et al.
1992). O uso de PGF2a associada ao corticoide de curta agao tem como foco principal a
queda dos niveis séricos de progesterona. (Barth, 2006)

O objetiva-se com este trabalho avaliar a indugao de partos de vacas Nelore

submetidas a FIV com embrides portadores de mutag¢ao no gene da miostatina.

Materiais e Métodos

Revisou-se o monitoramento do nascimento de 48 bezerros da raga Nelore com o
polimorfismo da miostatina, produzidos pela técnica de fertilizagdo in vitro. Os
nascimentos aconteceram em ftrés diferentes propriedades, sendo duas situadas no estado
de Sao Paulo e uma no estado de Mato Grosso do Sul. As receptoras selecionadas foram de
aptidao de corte, sendo elas da raga Nelore ou mesti¢as da raca com diferentes ordens de
parto, novilhas, primiparas e multiparas

Devido os riscos de distocia fo1 feita indugao previa aos 280 dias de gestacao,
utilizando uma associagao de prostaglandina (PGF2a) com glicocorticoides de curta agao.

Foi administrado 20mg de dexametasona e 0,5mg de cloropestenol sodico por
animal via intramuscular. Os animais comeg¢aram a presentar sinais de parto apos 28 horas
se estendendo até 46 horas. No momento da aplicagao destes farmacos foi realizado uma
palpacao retal para a avaliagcao do posicionamento do feto.

Para que a indugcdao seja bem-sucedida tomou-se alguns cuidados como
conhecimento exato do tempo de gestagdo, a colocagdo das receptoras em piquetes
proximo ao curral para facilitar o manejo e a observagao apos a inducao, fazer lotes
pequenos para evitar a troca de bezerros entre as maes, ter material para a realizagao de
manobra obstétrica como cordas e material cirirgico e banco de colostro, em que optou-se
pelo uso de colostro artificial.

Os partos foram classificados em partos normais sem necessidade de nenhum
auxilio e partos distocicos com necessidade de auxilio. Dentre os partos distocicos foi
realizada a subdivisdo em: auxilio obstétrico, quando foram utilizadas apenas manobras
obstetricas para facilitar a liberagao do neonato no momento do parto e cesaria, quando

houve necessidade de intervengao cirurgica.
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Resultados e discussao
O periodo de inicio dos partos pode ser observado pelo Figura 1, em que ilustra o

tempo em que os animais iniciaram o trabalho de parto ap6s a indugao.

Figura 1: Grafico do tempo de inicio dos partos pos-indugao.

N° de animais Inicio dos partos

16
14
12

12a18 18a24 36a42 42 a48 48a54 54a60
Tempo (H)

N A O

Rocha et al., (2005), ao avaliarem periodo de gestagao de fémeas Nelore
obtiveram como resultado 294 dias para machos e 293 dias para fémeas, com base nesta
referéncia optou-se por fazer a antecipacao do parto com a mndugao as 280 dias.

Realizou-se a indugao de 48 partos, em que 47 responderam a inducao, com o
micio do trabalho de parto aproximadamente 16 horas apos a indugao e durante média de
mtervalo entre a indugdo e o parto de 42 horas. Em estudos realizados por ANTONIAZZI
et al. (2009), utilizando o mesmo protocolo para induzir vacas as vacas de seu
experimento, aos 270 dias de gestacao, o tempo medio fo1 de 41,36 horas. Barth (2006)
relatou que os glicocorticoides de curta acdo mais utilizados sao a dexametasona e
flumetasona, com 80 e 90% de eficiéncia, e foi observada uma média de pari¢ao em torno
de 48 horas apos a aplicagao, podendo variar de 24-72 horas. No caso de duragdo com mais
de 72 horas, apos a mdugdo, nao ocorrer o parto. Esses dados corroboram com os
observados neste estudo, onde um animal nao respondeu ao protocolo de indugao.

Dos 47 nascimentos, 11 apresentaram distocia, em houve nove necessidades
interferéncia com manobra obstétrica para liberagdo do neonato, dois animais foi

necessario intervencao por cesariana (Tabela 1).
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Tabela 1: Tabela de nascimentos de bezerros oriundos de FIV.

Tabela de nascimentos

Partos normais 36 76%
Partos distocicos Sl auxilio 9 18%
de mano obstétrica
Partos distocicos com auxilio ) Y
de técnica cirirgica °
Animais que nao i
: " 1 2%
responderam a indugao
Total 48 100%

Paulussi (2018) relatou que de 59 bezerros homozigotos com a mutagao do gene
da miostatina produtos de TE-FIV, 47,5% foram distocicos. Em seu trabalho de 288 partos
de bezerros com o gene variante 41 foram distocicos representando 14% de distocicos.

Para a realizacao das cesarianas foi feito o uso da técnica cuirgica para mamaria,
na primeira realizada em Matogrosso do Sul, o neonato veio a obito logo apos o parto e a
matriz apos 24 horas apos cirurgia. A bezerra de 75 kg veio a Obito aparentemente por
problemas respiratorios e a matriz por choque hipovolémico. Na segunda cesariana,
realizada na cidade de Guararapes/SP, o bezerro sobreviveu e a vaca apos 5 dias
apresentou quadro de septicemia e nao respondendo ao tratamento com antibioticos foi
eutanasiada. Vanghan & Mulville (1995) envio um questionario a diversos médicos
veterinarios cirurgioes, e identificaram que 76% das cirurgias de cesaria foram realizados
pela desproporcao fetal. As causas mais significantes de mortalidade, pos-operatoria foram
por peritonite e os choques.

No acompanhamento do parto dos animais em uma propriedade no municio de
Potirandaba/SP, foram induzidas 21 novilhas mesticas Nelore, onde ocorreram 4 distorcias
onde dois foram necessarios o uso de manobras obstétricas para a remogao dos bezerros.
Um bezerro fo1 encontrado morto apos o parto devido a complicagdo no momento do parto
durante a madrugada. O bezerro foi encontrado com um dos membros dianteiros e a cabeca
com presen¢a de edema, o que indica que no momento do parto o animal nao estava com
os dos membros dianteiros posicionados e apds o inicio da expulsdo o animal,

possivelmente permanecem preso com uma das patas e a cabe¢a para fora da mae as
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contragdes uterinas nao permitirao o retorno do fluxo sanguineo do membro e da cabeca,
levando ao edema destes membros. Essa hipotese foi levantada, pois em um segundo
momento um dos animais apresentava a mesma caracteristica, porém foi encontrado a

tempo de ser feito o auxilio no momento do parto.

Conclusao

A mdugdo de parto utilizando prostaglandina (PGF2a) associada com
glicocorticoides de curta agao mostrou eficiente. O parto de bezerros com dupla
musculatura produzidos por fertilizagao in vitro devem ser acompanhados para evitar as

perdas do bezerro e da matriz.
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Anexos:

Anexo 1: Protocolo para coleta e analise de DNA.
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Atualizade s 1408 2008

PREPARACAO

Preparar a hsta de amostras a serem feitas
Descongelar o sangue até equilibrar a temperatura a 37°C

Equilibraro TEa 37°C
N0 ¢ possivel tradalhac com o sangue refrigerado pais hd maon chance de formagao de

hbnnalll

Conferir todas as solugdes

TE, Lisis Cell, Proteinase K descongelada, Acetato de Amania, Isopropanol 96%
© Alcool Etilico 70%.

Conferir a disponibilidade do BANHO MARIAa 60°Cea 37 C

Aliquotar 600pl SANGUE em um tubo de 2mlL
Adicionar 1000p! de TE pHEb h
INVERTER os tubos e encubar por 10 minutos a temperatura ambiente

CENTRIFUGAR a 4,000 RPM & C por 20 minutos

DESCARTAR o sobrenadante

Adicionar 1.700p! de TE phg(, g,

Quebrar o pellet com ajuda do VORTEX
CENTRIFUGAR a 4.000 RPM 4°C por 10 minutos

REPETIR OS PASSOS 10- 13

DESCARTAR o sobrenadante

Adicionar 600ul LISIS CELL

Quebrar o pellet com ajuda da pipeta

Adicionar 20ul de PROTEINASE K e agitar no VORTEX
Incubar em Banho Maria a 60°C por 3 horas ou OVERNIGTH
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Adicionar 200p) de ACETATO DE AMONIA

Homogenizar completamente 3 solugdo no VORTEXX
Incubar no congelador por 10 minutos

CENTRIFUGAR a 4 000 RPM 4 C por 40 minutos

Deve-se ter criodo um pellet de proteina adendo oo fundo do twdo

Caso ndo esteja repetir os passos 18, 19 ¢ 20. Se mesmo assim ndo formou,
pasor o sobrenadante ¢ um [ubo NOVO € repetir os passos 18 1820
identificar tubo de 1.5 mL para cada amostra

Adicionar S20pL de [SOPROPANOL S6%

Virar o sobrenadante kimpo 20 1ubo de sopropano!

INVERTER 0% tubos € no Minimo 10 veres

ese) DNA estoro visivel [nuvemn de flomentos bronco)

CENTRIFUGAR a 4 000 RPM 4 C por 10 minutos para o DNA se fixar ao tubo

DESCARTAR 0 sobrenadante com CUIDADO para o pellet ndo carr

Adicionar 800yl de ETANOL 70%
INVERTER DELICADAMENTE 05 tubos € de 5-6 vezes.

CENTR!FUGAR a 4.000 RPM 4 C por 10 minutos

DESCARTAR 0 etanol

Deixar os tubos com atampa aberta sob papel filtro para secar

Adicionar 200yl de TE

emperatura ambiente até 2 quantificagéo e depois congelar

Manter em U



