Extracao de DNA




O que é desejavel numa
extracao de DNA:

e Obter um 6timo rendimento de DNA
e Remover ou inibir a nucleases da célula
* Ter um DNA “limpo” (grau de pureza)



Métodos para isolamento de DNA

A separacao do DNA dos demais componentes
celulares pode ser dividido em 4 etapas:

Rompimento da parede celular

Lise da membrana

Remocao das proteinas and contaminantes
Recuperacao do DNA
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Em muitos métodos, as etapas 1 e 2 sao combinadas



Rompimento/Lise celular

* Pode ser conseguida por métodos fisicos (por
ex. ultrasson, variacao de temperatura, etc) ou
quimicos (sais caotrépicos, enzimas e/ou
detergentes num tampao de lise).



Métodos para lise da membrana

Use of Detergents to Lyse Cells:

Mixed micelle

Plasma membrane
(phospholipid bilayer)

TRRTRRRK
SE658888

NN SDS

Detergent molecules
+ ? ?? -

hydrophobic tall




Métodos Salting-out

Proteinas e outros contaminantes sao precipitados partir do lisado
celular usando altas concentracoes de sais: p. ex.

- acetato de potassio ou de sddio (mais comum) ou

- acetato de amonio (reduz co-precipitacao de oligossacarideos e
dNTPs.

Os precipitados sao removidos por centrifugacao e o DNA é
recuperado por precipitacao alcoolica.

Problemas:

* Aremocao das proteinas e outros contaminantes pode ser
ineficiente;

* Orendimento e a pureza do DNA sao altamente variaveis usando
este método.



Métodos de extracao com
solventes organicos

As células sao lisadas usando um detergente e
entao misturadas com fenol-cloroférmio -alcool
isoamilico.

e DNA é recuperado da fase aquosa, geralmente
por precipitacao alcoolica.

* Problemas: "

Uso de compostos toxicos e geracao de lixo toxico;

O DNA isolatedo pode conter residuos de
fenol/cloroférmio, os quais podem inibir reacoes
enzimaticas posteriores;



Meétodos “Silica-based”

Basedos na adsorcao seletiva dos acidos nucléicos a uma cluna
de silica na presenca de altas concentracoes de sais caotropicos.

* Somente o DNA e adsorvido e os demais contaminantes
permanecem e solucao e sao “lavados”da coluna;

O DNA é eluido da coluna de silica usindo um tampao com
baixa concentracao de sal ou agua;

 Nao é necessaria a precipitacao com alcool.
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