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Introducao

A extracao de DNA vegetal de um grande nimero de amostras pode ser
demorada e gerar um volume consideravel de residuos quimicos. Esta
metodologia apresenta uma estratégia de isolamento de DNA de plantas
em larga escala com concentracao e qualidade suficientes para diversas
anélises genético-moleculares. Entre suas vantagens destacam-se a
necessidade de uma quantidade reduzida de tecido vegetal e a rapidez
do processo, além da reducao do volume de residuos em comparacao
com os procedimentos tradicionais.

Objetivo

Este documento apresenta a metodologia para a extracao de DNA de
folhas de milho e sorgo em grande escala, utilizando o triturador Geno/
Grinder 2000 (Figura 1).
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Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 1. Imagem do triturador Geno/Grinder 2000.

Preparo das Amostras

Materiais e Equipamentos

- Alicate de coleta
- Caixa de isopor
- Freezer -80°C

- Gelo

- Liofilizador

- Placa e tubos

Procedimento

- Coletar 04 discos de tecido fresco de folhas jovens por amostra com
auxilio de um alicate (Figura 2).

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 2. Alicate utilizado na coleta de tecido vegetal

para extracdo de DNA.



Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco
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- Colocar as amostras nos tubos especificos distribuidos em placas de
capacidade para 96 amostras (Figura 3). As placas deverdo permanecer
dentro de uma caixa de isopor com gelo.

- Tampar a placa (Figura 4).

Figura 3. Tubos especificos para o triturador sem tampa (A) e com tampa (B).

Figura 4. Placa tampada.

- Fazer um mapa com identificacdo/localizacdo das amostras e
identificar a placa.

- Armazenar a -80°C até o inicio do processo de liofilizacao.

- Liofilizar as amostras por 48 horas.

- Caso as amostras nao sejam utilizadas imediatamente, armazenar
novamente a -80°C até o momento da maceracéo e da extracéo.
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Extracdo do DNA

Materiais e Equipamentos

- Banho-maria

- Centrifuga de placas

- Capela de exaustao

- Esferas de aco

- Estufa

- Freezer -20°C

- Pipeta multicanal eletronica

- Porta-esferas

- Triturador (Geno/Grinder 2000)

Reagentes, Solucées e Tampdes

- Tampéao CTAB 2% (Mistura de brometos de alquiltrimetilaménio)
- B-Mercaptoetanol p.a.

- Cloroférmio-octanol 24:1 (v/v)

- Isopropanol p.a. gelado a -20°C

- Etanol 70% (v/v) gelado a -20°C

- Tampao TE pH 8,0 (Tris-EDTA)

- RNase A (10 mg/mL)

Procedimento

- Preparar previamente o tampao CTAB contendo B-mercaptoetanol a
2% (m/v). Fazer os célculos previamente de acordo com a quantidade
de amostras, considerando um volume individual de tampao de 400 uL.
O B-mercaptoetanol devera ser adicionado na hora do uso.

- Retirar as tampas e colocar esferas de aco em cada tubo contendo as
amostras liofilizadas em gelo com auxilio de um porta-esferas (Figura 5)
e tampar os tubos (Figura 6).

- Tampar as placas.
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Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 5. Imagem do porta-esferas.

Figura 6. Detalhe dos tubos para o triturador (A), as tampas (B) e os tubos tampados (C).

- Introduzir as placas no equipamento de maceracéao, fixando-as no
suporte (Figura 7).

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 7. Placas balanceadas fixadas no suporte do

triturador.
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- Selecionar 1750 batidas/min (strokes/min) por 6 min (Figuras 8 e 9).
A cada 2 min parar a trituracdo e verificar as caracteristicas do tecido
macerado, que deverd se tornar um po6 fino e verde. Quando estas
caracteristicas foram atingidas pode-se interromper a trituracao. Caso a
maceracao nao tenha sido suficiente repetir este procedimento.

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 8. Tabela com os parametros para

maceracao.

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 9. Imagem do display do Geno/Grinder.

- Retirar as tampas e tomar cuidado com as trocas de posicao, pois
pode haver contaminagcao de uma amostra para outra.

- Na capela de exaustdo, adicionar 400 uL de tampdo de CTAB 2%
(m/v), previamente preparado. Pipetar com pipeta multicanal eletronica
duas vezes de 200 uL.

- Tampar os tubos e placas. Introduzir as placas novamente no
equipamento de maceracao, fixando-as no suporte

- Selecionar 1750 batidas/min (strokes/min) por 10 seg.
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- Centrifugar por 15 segundos a 4000 rpm em centrifuga de placas. Em
todas as centrifugacdes o equipamento devera estar balanceado (Figura
10).

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

L

Figura 10. Centrifuga de placas balanceada.

- Incubar as amostras em banho-maria a 65°C por uma hora. Com

o objetivo de facilitar o contato térmico, remover o fundo da placa e
adapta-lo sobre as tampas dos tubos, prendendo com um elastico. A
agua do banho-maria deve ficar acima do volume de amostras contido
nos tubos (Figura 11).

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 11. Amostras incubadas em banho-

maria.

- Homogeneizar a cada 10 min, agitando levemente. Atencdo: evitar a
agitacao por inversao.
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- Retirar a placa do banho-maria e resfriar na capela de exaustao por 5
minutos.

- Centrifugar, por 15 segundos a 4000 rpm em centrifuga de placas.

- Retirar as tampas das amostras na capela de exaustdo. Cuidado para
nao haver troca de tampas entre as amostras. Atencao: nesta etapa
pode haver projecao de liquido.

- Adicionar 300 L de cloroférmio-octanol 24:1 (v/v). Pipetar com
pipeta multicanal eletrénica duas vezes de 150 uL.

- Tampar os tubos e as placas. Colocar um papel toalha entre os tubos
tampados e a tampa da placa (Figura 12).

Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 12. Placas prontas para

homogeneizacdo por inversao.

- Homogeneizar cuidadosamente a placa por inversao cerca de 30
vezes.

- Centrifugar por 5 min a 2500 rpm.

- Na capela de exaustéao, retirar as tampas e tomar o cuidado para nao
troca-las entre as amostras.

- Retirar o sobrenadante com a pipeta multicanal eletrénica e transferir
para outra placa contendo tubos e tampas novos. O volume retirado
nesta etapa devera ser em torno 200 uL, pois pode variar entre

as amostras. Ao retirar o sobrenadante, tomar o cuidado para nao
contaminéa-lo com o precipitado.

- Ao sobrenadante, adicionar 300 uL de isopropanol p.a. gelado a
-20°C. Pipetar com pipeta multicanal eletronica duas vezes de 150 uL
(Figura 13).
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Foto: Carlos Fasane da Silva Tinoco

Figura 13. Uso da pipeta

multicanal eletrénica.

- Tampar os tubos e as placas. Colocar papel toalha entre os tubos
tampados e a tampa das placas (Figura 12).

- Homogeneizar a placa por inversao cerca de 15 vezes.

- Incubar a -20°C por uma hora.

- Centrifugar por 15 min a 4000 rpm.

- Retirar as tampas e tomar o cuidado para nao troca-las entre as
amostras.

- Cuidadosamente, descartar o sobrenadante por inversao, removendo
individualmente cada tubo. Remover o excesso de liquido invertendo
os tubos brevemente sobre papel toalha. OBS.: Caso seja possivel a
visualizacdo de precipitado, o descarte devera ser realizado do lado
contrdrio do precipitado. Caso o precipitado ndo esteja preso ao fundo
do tubo, repetir a dltima etapa de centrifugacéo.

- Ao precipitado, adicionar 300 uL de etanol 70% (v/v) gelado a -20°C.
Pipetar com pipeta multicanal eletrénica duas vezes de 150 uL.

- Tampar os tubos e as placas.

- Centrifugar a 4000 rpm por 5 min.

- Cuidadosamente, descartar o sobrenadante por inversao, removendo
individualmente cada fileira (oito tubos). Remover o excesso de etanol
invertendo os tubos brevemente sobre papel toalha.

- Secar na estufa a 65°C até a evaporacao completa do etanol. Nesta
etapa, o precipitado ficard mais visivel. Este processo nao devera
demorar mais que 5 min.
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- Ressuspender cada amostra com 100 uyL de TE pH 8,0 contendo 0,2
uL de RNase A (10 mg/mL). Se necessério, pode-se agitar brevemente
em vortex.

- Tampar os tubos, as placas e armazenar a -20°C.

- Normalmente, a concentragao final média de DNA é de 150 ng/uL.

Preparo de Tampdes

Tampao CTAB 2% (m/v)

- Medir 470 mL de H,0 deionizada utilizando-se uma proveta de 500
mL.

- Medir 200 mL de Tris-HCI 1 mol/L pH7,5 utilizando-se uma proveta de
500 mL.

- Transferir para um béquer de 1000 mL.

- Adicionar 280 mL de solucao de NaCl 5 mol/L medidos em proveta de
500 mL.

- Adicionar 40 mL de EDTA 0,5 mol/L pH 8,0 medidos em proveta de
100 mL.

- Adicionar, sob intensa agitacdo, 20 g de CTAB.

- Agitar até completa dissolucao e armazenar a 4°C em frasco
devidamente identificado até o momento do uso.

Tampao TE pH 8,0

- Medir 10 mL de Tris-HCI 1 mol/L pH 8,0 em pipeta graduada.

- Medir 2 mL de EDTA 0,5 mol/L pH 8,0 em pipeta graduada.

- Transferir para um baldo volumétrico de 1000 mL contendo
aproximadamente 600 mL de agua ultrapura.

- Acertar o volume para 1000 mL.

- Armazenar a 4°C em frasco devidamente identificado até o momento
do uso.
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Medidas de Seguranca

O B-mercaptoetanol é uma substancia téxica e de odor desagradavel.
Todas as etapas de manipulacdo deverao ser realizadas na capela

de exaustdo de gases. E obrigatério o uso de EPI (equipamento de
protecdo individual) e EPC (equipamento de protecao coletiva).

Equipamentos de Protecédo (EPIl e
EPC)

Guarda-p6 de manga longa, sapatos fechados, 6culos de seguranca,
luvas de latex, capela de exaustdo de gases.

Descarte

Todas as ponteiras e microtubos contaminados com b-mercaptoetanol e

cloroférmio deverao ser descartados em lixo apropriado e identificado,
localizado na capela de exaustao.
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