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EXTRACAO, QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE DNA NUMA AMOSTRA
SOLIDA

INTRODUCAO

Os 4cidos nucleicos sdo polimeros contendo sequéncias especificas de bases
nitrogenadas ligadas a um grupo fosfdrico (fosfato) e um glicido (monossacarideo com
cinco carbonos / pentoses). As bases nitrogenadas dos acidos nucleicos mais comuns
sdo as purinas - adenina e guanina biciclicas - e as pirimidinas - citosina, uracilo ou
timina monociclicas. Os acidos nucleicos contém subunidades designadas por
nucledsidos (base nitrogenada + acgucar) e os nucledtidos (base nitrogenada + agucar +
fosfato). Combinag¢des de 2 a 20 nucledtidos sdo definidos como oligonucledtidos e

maiores combinac¢des sdo os polinucledtidos.

Nos eucariontes ficam armazenados no nucleo das células e nos procariontes dispersos
no hialoplasma. Podem ser de dois tipos: acido desoxirribonucleico (DNA) e acido
ribonucleico (RNA), ambos relacionados ao mecanismo de controlo metabdlico celular
(funcionamento da célula) e armazenamento da informagao genética, constituindo o

material genético de todos os seres vivos.

Este protocolo estd dividido em varias etapas: extraccdo, quantificacdo,

fraccionamento e visualizagao.
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1 EXTRAGCAO DE DNA

Objectivo — Extrair o DNA do interior das células, procedendo ao seu rompimento

PROCEDIMENTO

Por favor, use sempre luvas! Uso de KIT’s

1. Adicionar 0,25 gramas de amostra de solo/composto nos tubos “PowerBead”.

2. Agitar no vortex levemente.
3. Verifique a Solugdo C1.

Se a Solugdo C1 estiver precipitada, colocar a Solucdo C1 a 602C até dissolver,

antes do uso deixar baixar a temperatura da solugao.

4. Adicionar 60 ul da Solugdo C1 e misturar por inversdo vdrias vezes ou agitar no

vortex brevemente + 1 min no ultrasons

5. Segurar os tubos “PowerBead” horizontalmente e agitar no vortex a velocidade

maxima durante 10 minutos.

6. Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente.
CUIDADO: Certifique-se de ndao exceder 10.000 x g ou tubos podem partir.

7. Transferir o sobrenadante para um eppendorf 2 ml limpo.

Nota: Espere, entre 400 a 500 ul de sobrenadante. O Sobrenadante ainda

pode conter algumas particulas do solo.

8. Adicionar 250 ul da Solugdo C2 e agitar no vortex durante 5 segundos.
8.1.Incubar a 4°C durante 5 minutos.

9. Centrifugar os tubos a temperatura ambiente durante 1 minuto a 10.000 x g.

10.Transferir até, mas ndao é mais do que 600 ul de sobrenadante para um eppendorf

de 2 ml limpo, ndo tocar no pellet.
11. Adicionar 200 pl da Solucdo C3 e Agitar no vortex levemente.

11.1. Incubar a 4eC durante 5 minutos.
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12. Centrifugar os tubos a temperatura ambiente durante 1 minuto a 10.000 x g.

13. Transferir até, mas ndo é mais do que 750 ul de sobrenadante para um eppendorf

de 2 ml limpo, ndo tocar no pellet.
14. Agite a Solugdo C4 para misturar antes do uso.
14.1. Adicionar 1200 pl da Solugao de C4 ao sobrenadante.
14.2. Agitar no vortex durante 5 segundos.

15. Pipetar aproximadamente 675 pl para um tubo com filtro (Spin filter) e centrifugar

a 10 000 x g durante 1 minuto a temperatura de ambiente.
15.1.Descartar o fluido que fica no tubo colector.
15.2. Adicionar mais 675 ul de sobrenadante para o tubo com filtro.
15.3. Centrifugar a 10 000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente.
15.4. Adicionar o sobrenadante restante para o tubo com filtro.
15.5. Centrifugar a 10 000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Nota: é necessario um total de trés cargas para cada amostra processada.
16. Adicionar 500 pl de Solugao C5.
16.1.Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente.
17. Descartar o fluido que fica no tubo colector.
18. Centrifugar novamente a temperatura ambiente durante 1 minuto a 10.000 x g.

19. Com cuidado, colocar o filtro (Spin filter) num eppendorf de 2 ml limpo. Evite

salpicar solucdo C5 para o filtro.

20. Adicionar 100 pl de Solucdo C6 no centro da membrana de filtracdo.
(Alternativamente, estéril ADN-Free PCR Grade Water pode ser usada para a eluicdo a

partir da membrana silica de filtro de rotacdo neste passo.)
21. Centrifugar a temperatura ambiente durante 30 segundos a 10.000 x g.

22. Descartar o filtro.
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O DNA no tubo esta agora pronto para qualquer aplicacdo posterior.

Recomenda-se armazenar o DNA a -202C ou -802C. A Solugdo C6 ndo contém EDTA.

2 QUANTIFICAGAO

Objectivo — quantificar por espectrofotometria o DNA extraido.

DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO E GRAU DE PUREZA DE DNA

O método mais usado para a determinacdo do grau de pureza de DNA é o
método espectrofotométrico. Uma vez determinado o grau de pureza da amostra, a
concentracdo pode ser avaliada também por espectrofotometria, no caso de amostras
puras, ou por intensidade de fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo, se a
amostra estiver contaminada com as impurezas habituais resultantes dos protocolos

de extracgdo: proteinas, fenol, agarose e RNA.

Na analise espectrofotométrica, a absorvancia a 260nm é proporcional a

guantidade de acidos nucleicos, sendo a seguinte a proporcionalidade:

Para a determinacdo do grau de pureza, faz-se a leitura da absorvancia a
280nm que é proporcional a quantidade de proteinas e fenol e a 325nm que é
proporcional a quantidade de particulas em suspensdo e sujidade das "cuvettes". O
grau de pureza é frequentemente calculado através da relacdo A260/A280 que deve
ser entre 1,8 e 2,0. Para valores inferiores a 1,8, considera-se a amostra contaminada

com proteina e fenol.

Em amostras contaminadas ou muito diluidas (<250ngDNA/ml) a
concentracdo é determinada por emissao de fluorescéncia por intercalacdo selectiva
de brometo de etideo. Este método pode ser realizado em simultadaneo com a analise
da amostra por electroforese, bastando usar um padrdo conveniente, aparelhagem de

leitura de fluorescéncia em geles e “software” de tratamento de imagem.
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PROCEDIMENTO
1 - Ligar o espectrofotémetro e regular para 260/280 e 325 nm.
2 - Fazer o zero de absorvancia com agua ultra-pura em "cuvette" de quartzo.
3 — Preparar as diluicdes da amostra de DNA (5%, 10x e 20x) em eppendorfs e agitar.
4- Ler as amostras nas absorvancias definidas
5- Estimar a concentragdao de DNA pela férmula
(Abs260nm — Abs325nm) x valor tabelado x fator de diluicdo = [DNA] em pg ml-1

Nota: No caso de amostras puras, a absorvancia a 325nm dever ser aproximadamente

igual a zero.

Significado e conversdo para concentracdo das leituras de absorvancia de amostras de

acidos nucleicos.

N P TR

Significado Equivaléncias e intervalo de

confianca

Proporcional a concentracdo de A,,,;=1 <=>~50pg/ml dsDNA
Axo acidos nucleicos A,,=1 <=> ~37ug/ml ssDNA

A =1 <=>—-40pg/ml ssRNA

A =1 <=>~20pg/ml de oligonucledtidos

em cadeia simples

Asen Proporcional & concentracéio de 1,8 <A, /A, < 2; cormesponde a DNA ou
fenol e proteinas RNA puros

Proporcional a quantidade de
A325 P q
particulas em suspensédo e

sujidade das "cuveties"
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3. PCR/ELECTROFERESE E VISUALIZACAO

Objectivo — amplificar o DNA extraido aplicando o PCR, purificar e visualizar as bandas.

3.1. PCR
Sdo componentes da PCR:
e Amostra de DNA que contém o segmento a ser amplificado (ex. DNA extraido);
e Nucleotideos (dATPs, dTTPs, dCTPs e dGTPs)
e Enzima DNA polimerase, que é responsavel pela sintese de novas cadeias de
DNA (Tag-DNA polimerase) em solu¢do-tampao;
e Cloreto de magnésio (MgCl;), co-factor da Tag-DNA polimerase;

e Dois indicadores, primers.

Preparagao da reac¢ao de PCR

1.Inicialmente deve-se identificar tubos de PCR com as amostras de DNA escolhidas

anteriormente.

2.Apds colocar cada 1 dos tubos de PCR dentro de tubos de centrifuga sem tampa e

preparar a caixa com gelo para manter as amostras de DNA
4.De seguida preparar o Master Mix + Primers.

5. Posteriormente nos eppendorfs colocar 14,5 uL de MMP;12,5 uL de H;0 e 1 uL de
DNA.

6.No final levar ao termociclador no programa definido.

CTeSP, ANALISES LABORATORIAIS

Técnicas de Bioquimica



Componente Pratica

Tabela 3.1: Reagao de PCR

Reagente Quantidade (uL)
dH>0 estéril 12,5

NZYTaq 2x Green Master Mix 12,5

primer R (10 mM) 1

Primer F (10mM) 1

DNA 1

V total 25

Condigoes de reacg¢ao de amplificagao

Tabela 3.2. Programa de amplificagao de DNA.

Fase Temperatura Tempo Numero
(°C) (minutos) de ciclos
Desnaturagao
95 10 1
inicial
Desnaturagao 95 00:30
“Annealing” * 00:30 30
Extensao 72 01:00
Extensao final 72 10:00 1

* Temperatura dptima para cada par de primers (calculada com base no conteudo
AT — GC). Primers com maior quantidade de GC necessitam de uma maior

temperatura. Esta é a temperatura de ligacdo dos primers a cadeia de DNA.
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3.2. ELECTROFORESE

REAGENTES

Tampao de corrida 10x (Tris-acetato-EDTA — TAE)
Tris base ((hidroximetil)Jaminometano) —48,4 g
Acido acético glacial — 11,42 mL

EDTA 0,5M (pH =8,0) — 20mL

Perfazer com agua destilada (1L)

Tampao de carga 10x (Loading Dye)

50% Glicerol

0,25% Azul bromofenol

0,25% Xileno cianol

TAE 1x

PROCEDIMENTO
Preparacao do gel de agarose
1.Dissolver 0,60g de agarose em 40ml de TAE 1x.

2. Aquece-se a mistura até que a solucdo figue homogénea e transparente

(aproximadamente 2 minutos).
3. Aguarda-se a diminuicdo de temperatura até aproximadamente 502C.

4. Adiciona-se 0,7 pL de brometo de etideo e verte-se para uma base com um pente

gue serve com um molde para o gel.
5. Ao arrefecer a mistura ird a polimerizar.
6. A seguir tira-se cuidadosamente o pente.

7. O gel é colocado num recipiente denominado tina de electroforese.
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8. Na tina de electroforese adiciona-se o tampao de corrida (TAE 1x) de modo a que o

gel fique submerso.
Aplicagao das amostras

9. Antes de aplicacdo, as amostras de DNA deverdo ser misturadas a um tampao de
carga de modo a obter o LD de 1x. Nao esquecer do controlo negativo substituindo a

amostra por agua desionizada. Considerar o volume total de carga de 20 pL.

10. Para permitir uma estimativa visual do tamanho dos fragmentos de DNA de uma
dada amostra é necessdrio aplicar 5 uL num dos poc¢os o marcador de massa molecular

(DNA Ladder).
“Corrida” de Electroforese

11. Apds a aplicagdo das amostras, encaixa-se a tampa da tina de electroforese

contendo os cabos que permitirdo a ligacdo entre a tina e fonte continua.

12. Normalmente utiliza-se uma voltagem de 60V durante primeiros 10 minutos e

depois a voltagem aumenta para 70V durante 40 minutos.

13. No caso da utilizagdo do azul de bromofenol, quando este atingir % do gel a corrida

pode terminar.

14. As bandas sdo geralmente observadas através da exposi¢do a luz ultravioleta.

3.3 VISUALIZAGAO DAS BANDAS
Usar o equipamento Gel Doc TM EZ Gel Documentation System:

Sistema de captura e tratamento de imagem de géis, inclui, “sala escura”,
transiluminador UV, camara fotografica para captura de imagens e integracdo no

software para facil tratamento dos resultados.
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