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Introducao

A extracao de DNA é o passo primordial para a sua
utilizacao nas diferentes técnicas de marcadores
moleculares. Essa etapa é muito importante, ja que
o DNA deve estar integro para que os objetivos
sejam alcancados com sucesso. A quantidade de
DNA necesséria varia conforme o tipo de marcador
molecular que serd utilizado. Por exemplo, para uma
reacao de RAPD (Polimorfismos de DNA Amplifica-
dos ao Acaso) sao necesséarios alguns nanogramas
de DNA, enquanto para andlise RFLP, sdo necessé-
rias quantidades de DNA na ordem de microgramas.
Existem diferentes protocolos de extracao de DNA,
com variacdes de acordo com a espécie em questao
e o tecido a ser utilizado, sendo de fundamental im-
portancia que o material coletado esteja bem preser-
vado. Apds a coleta, o material deve ser submetido
a uma solucao extratora cujos componentes variam
de acordo com o protocolo, devendo conter um
tampao para estabilizar o pH, um sal para dissociar
as proteinas do DNA, um detergente para solubilizar
as membranas e colaborar na atividade enziméatica
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e um agente inativante de DNases com a funcao de
proteger o DNA gendmico.

Esta metodologia foi desenvolvida no Laboratério de
Genética Molecular da Embrapa Amazdnia Oriental e
promove a extracao de DNA integro e préprio para
utilizar em diferentes técnicas moleculares. O princi-
pal ganho da tecnologia é a diminuicao do tempo de
extracao.

A seguir, estdo descritos 0s passos a serem execu-
tados:

e Coletar amostras de sangue com EDTA, para evitar
coagulacao, em tubos de prolipropileno de 15 ml.

e Conservar o material resfriado (-4 °C) até a extracao,
que deve se proceder no maximo até 3 dias apds a
coleta.

e Transferir 100 ul a150 ul de cada amostra para tubos
de 15 ml identificados.

e Adicionar 4 ml de tampao STE, 250 ul de CTAB 10%
pH 7,2 e 50 ul de ribonuclease (RNase A 10 mg/ml).

e Adicionar 50 ul de proteinase K 20 mg/ml e incubar
por 1 hora a 55 °C em continua agitacao.

e Misturar levemente em vértex.
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e | evar os tubos a temperatura ambiente e adicionar
1 ml de NaCl 5 M. Agitar gentilmente por 15 segun-
dos. Adicionar 3 ml de cloroférmio e realizar inversao
continua durante aproximadamente 3 minutos.

e Centrifugar em centrifuga refrigerada a 5.000 rpm
por 10 minutos.

e Transferir o sobrenadante para tubos de 15 ml e
adicionar volume igual de alcool isopropilico 95%
gelado (-20 °C).

® |nverter os tubos gentilmente para precipitar o DNA.

e (Centrifugar a 5.000 rpm por 5 minutos (4 °C).

e Descartar o alcool.

e Acrescentar 500 ul de alcool etilico a 70% para
remover sais.

e Verificar se ha ocorréncia de impurezas. Se houver,
repetir a lavagem com élcool etilico 70%.

e Retirar o alcool e secar na estufa a 55 °C por 1 hora
(cuidado para ndo secar muito).

e Ressuspender o DNA com 300 ul de tampéao TE ou
agua ultrapura.

e Guardar em geladeira a 4 °C até a quantificacao.

e Apds a quantificacdo, estocar em freezer -80 °C.
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Figura 1. Quantificacdo das amostras. Nos 3 primeiros pocos,
encontra-se o DNA de Bacteriéfago Lambda com 50 ng, 100 ng
e 200 ng, respectivamente.

Solucdes utilizadas

1- Tampao de extracao STE (1.000 ml)

e 20 ml de NaCl 5M.

e 10 ml de Tris HCI 1M pH 8,0.

e 10 ml de EDTA O0,1M pH 8,0.

e Completar para 1.000 ml e autoclavar por 20 minu-
tos.

2- Solucédo de NaCl 5M (1.000 ml)

Dissolver 292,2 g de NaCl em 800 ml de agua
estéril. Ajustar o volume para 1 litro com agua es-
téril. Dividir o volume em vasilhames, autoclavar e
armazenar a 4 °C.

3- Etanol 70% (1.000 ml)

Diluir 736,8 ml de alcool comercial a 95% em
263,2 ml de &gua estéril.

4- Tampao de extracdo TE (100 ml)
e 1 ml de Tris-HCI 1M pH 8,0.
e 1 mlde EDTA O0,1M pH 8,0.
e Completar com agua destilada para 100 ml e autocla-
var por 20 minutos.

5- CTAB (brometo de
hexadeciltrimetilamonio) 20 % (100 ml)

Adicionar 20 g de CTAB a 80 ml de agua estéril.
Aquecer até 60 °C a 80 °C para facilitar a dis-
solucdo. Ajustar o volume para 100 ml com agua
estéril. Nao é necessério esterilizar. Armazenar a
temperatura ambiente.

6- EDTA (dissodium
ethylenediaminetetra-acetate 2H,0) 0,5 M
(1 litro)

Adicionar 186,1 g de dissodium ethylenediaminete-
tra-acetate 2H,0 (EDTA) a 800 ml de agua estéril.
Agitar vagarosamente em agitador magnético. Man-
tendo a solucao sobre o agitador magnético, ajustar
o pH para 8,0 com a adicdao de NaOH (aproximada-
mente 20 g de NaOH peletizada). O sal dissédico
EDTA nao dissolve enquanto o pH da solugcdo nao
se aproxima de 8,0. Dividir o volume em vasilhames
de 250 ml, esterilizar por autoclavagem e armazenar
a-4°C.

7- Ribonuclease A 10 mg/ml- (1 ml)

Dissolver 10 mg de RNAse A em 1 ml de acetato de
sédio 0,01M (pH 5,2). Ajustar o pH para 7,4 adicio-
nando Tris HCI 1M pH 8,0. Aquecer até 100 °C por
15 minutos. Deixar esfriar lentamente a temperatura
ambiente. Armazenar a -20 °C.

8- Proteinase K — 50 yg/ml -
Estoque-20 mg/ml

Solucao estoque: é calculada pela férmula:
Ci X Vi= Cf X Vf
Em que:

Ci= concentracao inicial (verifica-se a concentracao
inicial na embalagem do produto).

Vi= Volume inicial (volume inicial a ser pipetado).
Cf= Concentracao final (20 mg/ml).

Vf= Volume final (quantidade de solucéao final que
se deseja).

Completa-se para o volume final com tampao TE
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(item 4).
Verificar sempre a equivaléncia das concentracoes.

O volume de tampéo a ser usado na diluicdo é obti-
do pela férmula:

(TxCFP)/(CIPx10)3, em que:

T= Volume do tampao a ser usado (n° de amostras
x 700 yl + 10 %).

CFP = Concentracao final da proteinase (50 gyg/ml ).

CIP= Concentracao inicial da proteinase (20 mg/ml).
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