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EXTRACAO DE DNA (KIT DNAZOL)

1.Materiais necessarios

e Amostra de tecido (50-100mm3)
Kit DNAzol
NaOH 8mM
Hepes
Etanol 100% e 75%
Microtubos tipo eppendorf
Bisturis / parafilme / pinca
Pistilos conicos de polipropileno
Centrifuga
Vortex
Micropipetas (3 P1000, 2 P100)

2. Protocolo
2.1 Homogeneizagdo
e  25-50 mg de tecido (50-100mm3)
e  Cortar/triturar com o bisturi e pinga sobre parafilme.
e Transferir o tecido para o microtubo, adicionar 0,1 mL de DNAzol e homogeneizar bem o tecido
com o pistilo.
e Adicionar 0,9 mL de DNAzol e homogeneizar a amostra no agitador de tubos

2.2 Centrifugacéo
e  Centrifugar o homogéneo por 10 min a 10.000 g (=rcf) (temperatura ambiente).
e  Transferir 0 sobrenadante para um novo tubo.

2.3 Precipitacdo do DNA

e Adicionar 0,5 mL de etanol 100% gelado (-20°C) para cada 1 mL de DNAzol.

e Misturar invertendo lenta e atentamente o eppendorf e acondicionar a temperatura ambiente.
O DNA deve precipitar (formar uma “nuvem”).
Centrifugar por 2 min (4000 g = rcf).
Se 0 DNA ndo precipitar, centrifugar por mais 2 min (4000 g = rcf). O DNA deve estar
sedimentado no fundo; desprezar o sobrenadante invertendo o tubo com cuidado.

2.4 Lavagem do DNA
e Lavar com 0,8 mL de etanol 75%.
e  Esperar cerca de 30 segundos para 0 DNA descer ao fundo e retirar o etanol (pipetando ou
virando o tubo).
e Repetir o processo duas ou trés vezes (na aula pratica dispensamos esta repeticao).

2.5 Solubilizagéo do DNA:
e Secar por 5 a 15 segundos (tubo aberto).
e Dissolver em 500 uL de NaOH 8 mM, pipetando a solucéo até o pellet de DNA se desmanchar
completamente.

2.6 Dosagem do DNA extraido
¢ Realizada pelo monitor no laboratério da Profa Luciane (medir em pg/uL).

2.7 Adicao de Hepes
e Realizada pelo monitor. Para 500 uL. de NaOH adicionar 48,3 uL de Hepes (0,1M)

2.8 Diluicdo do DNA gendmico
e  Diluir em H20 Milli-Q para 10 ng/pL (concentracdo usada na PCR).
e Marcar tubo de solucdo mée (SM) e de DNA diluido coma [ ], as iniciais e a data.



