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Extração de DNA genômico (células procarióticas)
plasmidial e proteínas





RNA-dependent 
DNA polymerase 







EXTRAÇÃO DE DNA/RNA

Possíveis fontes de DNA/RNA:

• sangue periférico
• células da mucosa oral
• células do bulbo capilar
• células descamadas da pele
• etc

Metodologia Geral:

•rompimento das células nucleadas
• precipitação das proteínas (solventes orgânicos, “salting-out”)
• precipitação do DNA/RNA (etanol e sal - NaCl, NaAc)
• em muitos casos o isolamento do DNA é desnecessário.



1 Transformação e Seleção 2 Crescimento 3 Extração DNA plasmidial

50 mL de meio 
LB + Amp 37 
°C/150 rpm/18 h

Lise celular

1 Cultura de Bactéria 2 Crescimento 3 Extração de gDNA

50 mL de meio 
LB 37 °C/150 
rpm/18 h

Lise celular

1 Cultura de Levedura 2 Crescimento 3 Extração de Proteína

50 mL de meio 
YPD 30 °C/150 
rpm/24 h

Lise celular

Extração de DNA genômico (gDNA) de bactérias

Extração de DNA plasmidial de bactérias

Extração de Proteínas de Levedura





DNA cromossômico x DNA plasmidial

Ressuspende as células em Buffer + 
RNAse

Lise com NaOH/SDS

Neutralização com alta concentração de sais.
Sais-SDS, precipita proteínas, DNA cromossômico e  
restos celulares.
DNA plasmidial renatura e permanece em solução.

Restos celulares são removidos por centrifugação ou  
filtração

1-Precipita com álcool e recupera ácido nucleico  2- 
DNA liga a sílica na presença de sais.



Atividade 1: Extração de DNA genômico de bactéria
1- Extração de DNA genômico de bactérias (Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit, https://www.cellco.com.br/)
Procedimento
Preparar banho maria ou banho seco a 55º - 60ºC
1. Realizar uma cultura de bactéria, por exemplo Escherichia coli (E. coli) em 10 mL de meio LB líquido (10 g Peptona/ 5 g extrato levedura /5 g NaCl, por 
litro), incubar 18 h, sob agitação, 37°C.
2. Centrifugar a cultura (3-5mL; 10000 rpm/10 min, temperatura ambiente), em microtubo, descarte o sobrenadante e obtenha uma quantidade adequada 
de massa celular ~100 µl.
A. Lise Celular:
3. Adicione 300 μL de Tampão de Lise e 2 μL de RNase A à massa bacteriana.
4. Agite vigorosamente no vortex por 1 – 2 min
5. Adicione 8 μL de Proteinase K e misture por pipetagem
6. Incubar a 60 °C por 20 min e deixar esfriar por 5 min temperatura ambiente (TA)
7. Adicione 300 μL de Tampão de Ligação e agite brevemente no vórtex
8. Coloque o tubo em gelo por 5 min
9. Centrifugue por 10 min a 10.000 rpm
B. Ativação da Coluna:
10. Coloque uma coluna de centrifugação em um tubo de coleta de 1,5-2 mL
11. Adicione 100 μL de Tampão de Ativação à Coluna de Centrifugação
12. Centrifugue a 10.000 rpm por 1 min
13. Descarte o filtrado
C. Carregamento da Coluna:
14. Pipetar o sobrenadante, obtido em 9, diretamente na coluna de centrifugação ativada
15. Centrifugue a 10.000 rpm por 1 min
16. Descarte o filtrado
D. Lavagem Primária:
17. Adicionar 500 μL de Tampão de Lavagem à coluna de centrifugação
18. Centrifugue a 10.000 rpm por 1 min
19. Descarte o filtrado
E. Lavagem Secundária:
20. Adicionar 500 μL de Tampão de Lavagem à coluna de centrifugação
21. Centrifugue a 10.000 rpm por 1 min
22. Descarte o filtrado
23. Centrifugar novamente a 10.000 rpm por 1 min para remover o resíduo
de Tampão de Lavagem
24. Descartar o tubo de lavagem de 2 mL e colocar a coluna em novo tubo para eluição
F. Eluição de DNA
25. Adicionar 40-50 μL de tampão de eluição ou água estéril no centro da coluna
26. Incubar em temperatura ambiente por 2 min
27. Centrifugar a 10.000 rpm por 2 min, para eluição do DNA genômico, coletado no microtubo.
28. Armazenar o gDNA eluído a 4 °C ou -20 °C. 
29. Realizar a Eletroforeses e quantificar.

https://www.cellco.com.br/


Atividade 2: Extração de DNA plasmidial de bactérias em pequena escala: “Miniprep”
(Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit, https://www.cellco.com.br/)

Procedimento:
A. Cultura bacteriana e Lise Celular:
1. Realizar a cultura de E.coli, contendo o plasmídeo, em 5 mL de meio LB com antibiótico, incubar por 12-18 h sob agitação à 
37°C.
2. Posteriormente, colocar 1,5 mL da cultura em microtubo de 1,5 mL.
3. Centrifugar à 10.000 rpm em temperatura ambiente por 5 minutos e remover o sobrenadante.
4. Suspender o sedimento bacteriano com o meio restante agitando vigorosamente ou pipetando.
5. Adicione 300 µl de Tampão S1 (O Tampão S1 é um tampão de lise celular), misture por inversão
B. Neutralização
6. Adicione 300 μl de Tampão de Neutralização (contendo RNase A) à amostra e misture suavemente invertendo o tubo de 4 a 6 
vezes (não agite em vórtex).
7. Centrifugue a 10.000 rpm por 10 min à temperatura ambiente.
C. Ativação da Coluna:
8. Coloque uma Coluna de Ligação em um tubo de coleta de 1,5-2 ml.
9. Adicione 100 μl de Tampão de Ativação à Coluna de Ligação.
10. Centrifugar a 10.000 rpm por 1 min 
11. Descartar o filtrado
D. Carregamento da Coluna:
12. Aplicar o Recuperar o sobrenadante obtido na etapa 7 e aplicar na Coluna de Ligação
13. Centrifugar a 10.000 rpm por 1 min
14. Descartar o filtrado
E. Lavagem da Coluna:
15. Aplicar 500 μl de Tampão de Lavagem (contendo Etanol) na Coluna de Ligação.
16. Centrifugar a 10.000 rpm por 1 min

17. Descartar o filtrado
F. Eluição
18. Coloque a Coluna de Ligação em um microtubo limpo de 1,5 ml
19. Eluir o DNA por adição de 50 uL de Tampão de Eluição ou água destilada estéril ao centro da membrana da coluna.
20. Centrifugar os tubos à 10.000 rpm, temperatura ambiente, por 1 minuto, descartar a coluna, o DNA está em solução.
21. Realizar a Eletroforeses e quantificar.

https://www.cellco.com.br/


Atividade 3: Extração de proteínas de Levedura

Procedimento:
1. Realizar uma cultura de Saccharomyces cerevisiae em 5 mL de meio YPD por 12-18 h  
sob agitação à 37°C. Colocar 1,5 mL da cultura em microtubos de 1,5 mL;
2. Centrifugar a cultura (10000 rpm/8 min, temperatura ambiente) e obtenha uma 

quantidade adequada de massa celular ~200 µl;
3. Suspender o precipitado em 250 µl de tampão de extração;
4. Adicionar um volume equivalente a 100 µl de microesferas/perolas de vidro (tamanho  

de 450 a 600 µm);
5. Agitar em vortex por 20 min, em intervalos de 5 min, mantendo no gelo, velocidade 

máxima;
6.  Centrifugar a 10.000 rpm  por 10 min, TA;
7. Separar o sobrenadante do material sedimentado.
8. Realizar eletroforese em gel de SDS-PAGE, utilizando 20 µL do sobrenadante  obtido.





P32

Fluoróforo

Aplicação: Seqüênciamento de DNA











>TREST0554 (Contig)-Glycogen Synthase 5'3' Frame 1

gacgaggtcaaccagctgtgtcaattcatgtttgattactgtggcaagagccggcgtcaa  
D E V N Q L C Q F M F D Y C G K S R R Q
cgtatcaaccagagaaaccgtactgagcgactcagcgacctgcttgactggaagcgcatg  
R I N Q R N R T E R L S D L L D W K R M
ggtatggagtatatcaaggcccgccagctcgccctccgacgagcataccccaactcgttc  
G M E Y I K A R Q L A L R R A Y P N S F
cacggagacgaggaagaagaggagctggaggactttatccgtgggccggagcagaagatc  
H G D E E E E E L E D F I R G P E Q K I
tccaggccattctccgtccctggttcgcctcgcgatcggactggcatgatgacccctgga  
S R P F S V P G S P R D R T G M M T P G
gactttgccagcttgcaggaagggcgagaaggcttgagcacggaggattacgttgcctgg  
D F A S L Q E G R E G L S T E D Y V A W
aagctgcctgaggaggaggaccccgaggagtatcccttctcgttgacccttcggacaaag  
K L P E E E D P E E Y P F S L T L R T K
cagcccggccctgtgagcccagagactcaggccactctcaacggtaactaaaagaactta  
Q P G P V S P E T Q A T L N G N - K N L
gcaaatcaaggcgtttttttctcaaggtagcatccatttgcgtccacagccagcattgcg  
A N Q G V F F S R - H P F A S T A S I A
tcggatcggggacgttgtacgtgtgatttctcgttcgtgtcgaatctatgatatatggtt  
S D R G R C T C D F S F V S N L - Y M V
tttgtctcttccaggactgcgtccgaggtgccatgggagtagcaggttgggtaaaggtgg  
F V S S R T A S E V P W E - Q V G - R W
gacaggagaaggaaaccaggcggaaaagaaaaggcgcgggttatt  
D R R R K P G G K E K A R V I



Aplicação: Bibliotecas de DNA



Aplicação: Bibliotecas de RNA

https://www.intechopen.com/chapters/55603

A typical RNA-seq workflow. 

1) Experimental design definition of qualitative and 
quantitative goals. Differential gene expression 
among different conditions is exemplified; 

2) Sample selection, RNA extraction and elimination 
of contaminants such as genomic DNA; 

3) Assessment of RNA integrity; (4-6) RNA 
enrichment. 

4) mRNA enrichment using magnetic or cellulose 
beads coated with oligo(dT) molecules or oligo(dT) 
priming; 

5) mRNA enrichment through rRNA depletion with 
conserved probes or Selective Depletion of 
abundant RNA (SDRNA); 

6) Small RNA size-selection through electrophoresis 
or based on solid phase extraction; (7-9) cDNA 
single/double strand synthesis. 

7) cDNA synthesis followed by fragmentation; 
8) mRNA fragmentation followed by cDNA synthesis; 
9) cDNA synthesis for small RNA without 

fragmentation; 
10)  Adapters ligation; 
11)  Library quantification and 
12)  Library sequencing with NGS technology.



Código de Barras



Investigação de Paternidade Através do DNA

Mãe     Pai

Filho



Aplicação: Análise de 
DNA por Restriction 

fragment length 
polymorphism 

(RFLP)



Determine o grau de parentesco na família, após análise RFLP



Aplicação: Montagem de genomas









Aplicação: Análise de expressão gênica: Microarranjos de DNA

Cy3 Cy5
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