BIOTECNOLOGIA & SERVI O S

Protocolo de extracdo de DNA total com o
Kit de Extracdo de DNA GTS pht
250 amostras

Componentes:

- Solucéo de coleta— 2 frascos contendo 125mL cada
Solucéo | — 4 tubos contendo 1,250 mL cada
Solucéo Il — 1 frasco contendo 50 mL
Solucdo I11 — 1 frasco contendo 50 mL
Aditivo A — 1 tubo contendo 1,5 mL
TE, pH8,0 — 1 frasco contendo 10 mL

A coleta de material deve ser feita de maneira asséptica, em microtubos de 1,5mL
estéreis. As amostras devem ser identificadas. Adicionar, em seguida, 1000ul de solucéo
de coleta. As amostras que serdo coletadas podem conter: uma acada de cultura
proveniente de meio solido, uma ou mais coldnias isoladas, cultura proveniente de meio
liquido, desde que centrifugada e lavada com &gua destilada estéril, extrato de plantas,
sementes trituradas, etc.

Apbs a coleta, pode-se proceder a extragdo ou manter as amostras congeladas a -20°C
até o momento do processamento.

Atencdo: a solugdo para coleta € toxica. Deve-se evitar 0 contato com pele e mucosas.
N&o deve ser ingerido.

Processamento:

1) Homogeneizar as amostras com a solucéo de coleta e incubar a 60-70°C por 10 min
(pode-se usar banho-maria ou estufa).
2) Centrifugar 15min a 3000g.
Coletar o sobrenadante em um novo tubo (microtubo 1,5 ml).
3) Adicionar 20ul/mL dasolucéo | e homogeneizar.

Verificar o pH: a coloragéo deve ser amarela. Caso esteja rosa, corrigir com 3ul do
Aditivo A. Caso ainda permaneca rosa, adicionar mais 3ul do Aditivo A até
surgir acor amarela.

4) Incubar 20 minutos a 50-58°C (pode-se usar banho-maria ou estufa).

5) Centrifugar 5min entre 2.000 - 5.000 g.

6) Descartar 0 sobrenadante invertendo o tubo.

7) Lavar com 200 ul de solugdo 1. Homogeneizar o pellet com a solugéo |1 com pipeta.

8) Centrifugar 5min a 1.500g.

9) Descartar 0 sobrenadante invertendo o tubo.

10) Lavar com 200ul de solucdo |11 (SOLUCAO DE LAVAGEM). Homogeneizar o
pellet com a solugdo I11 com pipeta.

11) Centrifugar 5 min a 1.500g.

12) Descartar o sobrenadante invertendo o tubo.



13) Lavar com 200 ul de Acetona P.A. (ndo fornecida). N&o ressuspender.

14) Centrifugar 5 min a 1.500 g.

15) Retirar todo o sobrenadante com auxilio de pipeta.

16) Secar o pellet 30 min a 50°C (Alternativamente overnight a 37°C) com o tubo aberto

(usar estufa).

17) Adicionar 20 ul de tampdo TE pht pH8,0 (fornecido junto com o kit de extragéo de
DNA GTS pht — codigo: Kgts250).

18) Incubar 30 min a 50°C (pode-se usar banho-maria ou estufa).

19) Centrifugar 10 min a 6700g.

20) O DNA estara no sobrenadante (Transferir para um novo tubo - microtubo 0,5 ml).

Precaucoes:

Os produtos devem ser manipulados apenas por pessoas capacitadas. Deve-se usar
equipamentos de protecéo individual para manipulagéo, e evitar o contato com a
pele, mucosas e olhos. As solucfes de coleta e n° | sdo toxicas. Provocam irritacéo
em contato com pele e mucosas. Em contato acidental com a pele, olhos ou
mucosas, lavar com agua em abundancia.

Atencéo: Usorestrito para pesquisa laboratorial.

Armazenamento: temperatura ambiente
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