EXTRAÇÃO DE DNA A PARTIR DE TECIDO (Doyle & Doyle, 1987)
Local de coleta/População:_________________________________   Data(s) da(s) coleta(s):_____________
Material biológico: _______________________________________    Data da extração:_________________ 

Espécie(s):_________________________________________________________________________________
	1º Passo
	2º Passo

	- Preparar banho-maria a 65ºC.
- Preparar ttampão CTAB 2%.

  * Adicionar o BME (2- mercapto-ethanol) na hora da extração. (2µl por 1mL de tampão).
	- Utilizar tecido fresco.

  * Quantidade de tecido para macerar (~ 150mg).

  * USAR tubo de 2mL.

	3º Passo
	4º Passo –   BANHO-MARIA

	- Adicionar rapidamente na amostra 700µl de Tampão CTAB 2% e coloque no masserador. 
  * Beads pequena (tempo de maceração: 2’); 

  * Beads grande (tempo de maceração: 20” a 25”).

- Ressuspenda o tecido no tampão utilizando vórtex para homogeneizar.
	- Incubar as amostras no banho-maria a 65ºC (tempo mínimo 30 minutos, máximo 1 hora).
* Durante a incubação agite os tubos a cada 10’ para homogeneizar).

- Após o termino, retirar os tubos do banho-maria, deixar chegar a temperatura ambiente.

	5º Passo – SOLVENTE ORGÂNICO
	6º Passo: CentrifugaÇÃO

	- Adicionar 600µl CIA (24:1)

- Agitar os tubos no vórtex e depois inverter por 5’.
	14.000rpm por 5’.

	7º Passo
	8º Passo

	- Retirar o sobrenadante (fase superior) e transferir para um novo tubo de 2mL.
	- Adicionar 50µl de CTAB 10%

- Agitar no vórtex e inverter durante 5’.

	9º Passo -  SOLVENTE ORGÂNICO
	10º Passo: CentrifugaÇÃO

	- Adicionar 600µl CIA (24:1)

- Agitar os tubos no vórtex e depois inverter por 5’.
	12.000rpm por 5’.

	11º Passo
	12º Passo: PRECIPITAÇÃO

	- Retirar o sobrenadante (fase superior) e transferir para um novo tubo de 1,5mL.
	- Adicionar 400µl de Isopropanol gelado (-20°C) (misturar levemente)

* Incubar no freezer por 1-2 horas (dependendo do tipo de tecido a ser extraído);

	13º Passo:  CentrifugaÇÃO
	14º Passo:

	- 7.500rpm por 5’.
	- Descartar o sobrenadante (com muito cuidado para não perder o pellet);

	15º Passo: PRECIPITAÇÃO
	16º Passo

	- Lavar o pellet 2 vezes com  1mL Etanol 70%

- Deixar o pellet imerso por 10 minutos
	- Descartar o sobrenadante (com muito cuidado para não perder o pellet);

	17º Passo: PRECIPITAÇÃO
	18º Passo

	Lavar o pellet 1 vezes com 1mL de  Etanol 90%

Deixar o pellet imerso por 3 minutos
	- Descartar o sobrenadante (com muito cuidado para não perder o pellet);

	19º PASSO: SECAGEM
	20º PASSO: Eluição  DO DNA

	- Secar o pellet (Concentrador Plus)
	Ressuspenda o pellet em 50µl de TE com RNAse. Observações: Pode deixar

» No banho maria por 37ºC por 4 horas;

» Ou deixar em over- night na geladeira;


Obs; ______________________________________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________
