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Introdução

A extração de DNA vegetal de um grande número de amostras pode ser 
demorada e gerar um volume considerável de resíduos químicos. Esta 
metodologia apresenta uma estratégia de isolamento de DNA de plantas 
em larga escala com concentração e qualidade suficientes para diversas 
análises genético-moleculares. Entre suas vantagens destacam-se a 
necessidade de uma quantidade reduzida de tecido vegetal e a rapidez 
do processo, além da redução do volume de resíduos em comparação 
com os procedimentos tradicionais. 

Objetivo

Este documento apresenta a metodologia para a extração de DNA de 
folhas de milho e sorgo em grande escala, utilizando o triturador Geno/
Grinder 2000 (Figura 1). 
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           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 
auxílio de um alicate (Figura 2). 

                           Figura 2. Alicate utilizado na coleta de tecido vegetal 	

			   para  extração de DNA.
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- Colocar as amostras nos tubos específicos distribuídos em placas de 
capacidade para 96 amostras (Figura 3). As placas deverão permanecer 
dentro de uma caixa de isopor com gelo.
 - Tampar a placa (Figura 4).

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

Figura 4. Placa tampada.

- Fazer um mapa com identificação/localização das amostras e 
identificar a placa.
- Armazenar a -80°C até o início do processo de liofilização. 
- Liofilizar as amostras por 48 horas. 
- Caso as amostras não sejam utilizadas imediatamente, armazenar 
novamente a -80°C até o momento da maceração e da extração.
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Extração do DNA

Materiais e Equipamentos 
- Banho-maria
- Centrífuga de placas
- Capela de exaustão
- Esferas de aço
- Estufa 
- Freezer -20°C
- Pipeta multicanal eletrônica
- Porta-esferas
- Triturador (Geno/Grinder 2000)

Reagentes, Soluções e Tampões
- Tampão CTAB 2% (Mistura de brometos de alquiltrimetilamônio) 
- ß-Mercaptoetanol p.a.
- Clorofórmio-octanol 24:1 (v/v)
- Isopropanol p.a. gelado a -20°C
- Etanol 70% (v/v) gelado a -20°C
- Tampão TE pH 8,0 (Tris-EDTA)
- RNase A (10 mg/mL)

Procedimento
- Preparar previamente o tampão CTAB contendo ß-mercaptoetanol a 
2% (m/v). Fazer os cálculos previamente de acordo com a quantidade 
de amostras, considerando um volume individual de tampão de 400 µL. 
O  ß-mercaptoetanol deverá ser adicionado na hora do uso.

- Retirar as tampas e colocar esferas de aço em cada tubo contendo as 
amostras liofilizadas em gelo com auxílio de um porta-esferas (Figura 5) 
e tampar os tubos (Figura 6). 
- Tampar as placas.
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- Introduzir as placas no equipamento de maceração, fixando-as no 
suporte (Figura 7).

Figura 5. Imagem do porta-esferas.

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

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 trituração e verificar as características do tecido 
macerado, que deverá se tornar um pó fino e verde. Quando estas 
características foram atingidas pode-se interromper a trituração. Caso a 
maceração não tenha sido suficiente repetir este procedimento.

Figura 8. Tabela com os parâmetros para 

maceração.

Figura 9. Imagem do display do Geno/Grinder.

- Retirar as tampas e tomar cuidado com as trocas de posição, pois 
pode haver contaminação de uma amostra para outra.
- Na capela de exaustão, adicionar 400 µL de tampão de CTAB 2% 
(m/v), previamente preparado. Pipetar com pipeta multicanal eletrônica 
duas vezes de 200 µL. 
-	Tampar os tubos e placas. Introduzir as placas novamente no 
equipamento de maceração, fixando-as no suporte 
-  Selecionar 1750 batidas/min (strokes/min) por 10 seg.
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Larga Escala

- Centrifugar por 15 segundos a 4000 rpm em centrífuga de placas. Em 
todas as centrifugações o equipamento deverá estar balanceado (Figura 
10).

- 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 
adaptá-lo sobre as tampas dos tubos, prendendo com um elástico. A 
água do banho-maria deve ficar acima do volume de amostras contido 
nos tubos (Figura 11).

Figura 10. Centrífuga de placas balanceada.

Figura 11. Amostras incubadas em banho-

maria.

- Homogeneizar a cada 10 min, agitando levemente. Atenção: evitar a 
agitação por inversão.
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- Retirar a placa do banho-maria e resfriar na capela de exaustão por 5 
minutos.
- Centrifugar, por 15 segundos a 4000 rpm em centrífuga de placas. 
- Retirar as tampas das amostras na capela de exaustão. Cuidado para 
não haver troca de tampas entre as amostras. Atenção: nesta etapa 
pode haver projeção de líquido. 
- Adicionar 300 µL de clorofórmio-octanol 24:1 (v/v). Pipetar com 
pipeta multicanal eletrônica duas vezes de 150 µL.
- Tampar os tubos e as placas. Colocar um papel toalha entre os tubos 
tampados e a tampa da placa (Figura 12).

Figura 12. Placas prontas para 

homogeneização por inversão.

- Homogeneizar cuidadosamente a placa por inversão cerca de 30 
vezes. 
- Centrifugar por 5 min a 2500 rpm.
- Na capela de exaustão, retirar as tampas e tomar o cuidado para não 
trocá-las entre as amostras.
- Retirar o sobrenadante com a pipeta multicanal eletrônica e transferir 
para outra placa contendo tubos e tampas novos. O volume retirado 
nesta etapa deverá ser em torno 200 µL, pois pode variar entre 
as amostras. Ao retirar o sobrenadante, tomar o cuidado para não 
contaminá-lo com o precipitado.
- Ao sobrenadante, adicionar 300 µL de isopropanol p.a. gelado a 
-20°C. Pipetar com pipeta multicanal eletrônica duas vezes de 150 µL 
(Figura 13).
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- Tampar os tubos e as placas. Colocar papel toalha entre os tubos 
tampados e a tampa das placas (Figura 12).
- Homogeneizar a placa por inversão 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 não trocá-las entre as 
amostras.
- Cuidadosamente, descartar o sobrenadante por inversão, removendo 
individualmente cada tubo. Remover o excesso de líquido invertendo 
os tubos brevemente sobre papel toalha. OBS.: Caso seja possível a 
visualização de precipitado, o descarte deverá ser realizado do lado 
contrário do precipitado. Caso o precipitado não esteja preso ao fundo 
do tubo, repetir a última etapa de centrifugação.
- Ao precipitado, adicionar 300 µL de etanol 70% (v/v) gelado a -20°C. 
Pipetar com pipeta multicanal eletrônica duas vezes de 150 µL.
- Tampar os tubos e as placas.
- Centrifugar a 4000 rpm por 5 min.
- Cuidadosamente, descartar o sobrenadante por inversão, 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 evaporação completa do etanol. Nesta 
etapa, o precipitado ficará mais visível. Este processo não deverá 
demorar mais que 5 min. 

Figura 13. Uso da pipeta 

multicanal eletrônica.
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- Ressuspender cada amostra com 100 µL de TE pH 8,0 contendo 0,2 
µL de RNase A (10 mg/mL). Se necessário, pode-se agitar brevemente 
em vortex.
-	Tampar os tubos, as placas e armazenar a -20°C.
-	Normalmente, a concentração final média de DNA é de 150 ng/µL.

Preparo de Tampões

Tampão CTAB 2% (m/v)
- Medir 470 mL de H2O deionizada utilizando-se uma proveta de 500 
mL.
- Medir 200 mL de Tris-HCl 1 mol/L pH7,5 utilizando-se uma proveta de 
500 mL.
- Transferir para um béquer de 1000 mL.
- Adicionar 280 mL de solução 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 agitação, 20 g de CTAB. 
- Agitar até completa dissolução e armazenar a 4°C em frasco 
devidamente identificado até o momento do uso.

Tampão TE pH 8,0
- Medir 10 mL de Tris-HCl 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 balão volumétrico de 1000 mL contendo 
aproximadamente 600 mL de água ultrapura.
- Acertar o volume para 1000 mL.
- Armazenar a 4°C em frasco devidamente identificado até o momento 
do uso.



17Procedimento da Embrapa Milho e Sorgo para Extração de DNA de Tecido Vegetal em 
Larga Escala

Medidas de Segurança

O ß-mercaptoetanol é uma substância tóxica e de odor desagradável. 
Todas as etapas de manipulação deverão ser realizadas na capela 
de exaustão de gases. É obrigatório o uso de EPI (equipamento de 
proteção individual) e EPC (equipamento de proteção coletiva).

Equipamentos de Proteção (EPI e 
EPC)

Guarda-pó de manga longa, sapatos fechados, óculos de segurança, 
luvas de látex, capela de exaustão de gases.

Descarte

Todas as ponteiras e microtubos contaminados com b-mercaptoetanol e 
clorofórmio deverão ser descartados em lixo apropriado e identificado, 
localizado na capela de exaustão. 




