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Uso exclusivo em pesquisa.

Kit de Extragcao de DNA Gendmico Sangue, Células e Tecido

Catalogo Especificacao Armazenamento

CV-D007-50 50T Temperatura ambiente/ 1 ano

CV-D007-200 200T Temperatura ambiente/ 1 ano
Introducgéao

O kit é adequado para extrair DNA total de alta pureza de tecidos animais frescos ou
congelados, células, sangue, bactérias e outras amostras. Fragmentos de DNA com peso
molecular maximo de 50 KB podem ser purificados sem o uso de solventes toxicos como fenol,
cloroférmio e precipitacdo com etanol. O sistema de tampé&o otimizado é usado para ligar
eficientemente e especificamente o DNA da solucao de pirdlise a coluna de adsorgao
centrifuga a base de silica. Inibidores de PCR e outras reacdes enzimaticas podem ser
efetivamente removidos por etapas de lavagem em dois passos. Finalmente, DNA de alta
pureza pode ser obtido usando tampao de baixo teor de sal ou eluicdo com agua. O DNA
purificado pode ser diretamente utilizado em digestdo enzimatica, PCR, PCR em tempo real,
construgdo de bibliotecas, Southern Blot, marcadores moleculares e outros experimentos
downstream.

Componentes do Kit

Componente CV-D007-50 CV-D007-200 Armazenamento
Proteinase K 1 ml 4 ml -20°C

Solucao GA1 15 ml 60 ml Temperatura Ambiente
Solucao GS 15 ml 60 ml Temperatura Ambiente
Solucao GA2 25 ml 100 ml Temperatura Ambiente
Tampao de Lavagem 30 ml 120 ml Temperatura Ambiente
Solucao RP 60 ml 240 ml Temperatura Ambiente
Solucao GE 15 ml 60 ml Temperatura Ambiente
Coluna de Adsorcao G 50 conjuntos 200 conjuntos Temperatura Ambiente
Manual do Usuario 1 copia 1 cépia Temperatura Ambiente




Uso exclusivo em pesquisa.

Antes de comecgar

Tampao de Lavagem e Solugao RP: Adicione uma quantidade apropriada de etanol absoluto
ao Tampao de Lavagem e Solugao RP (indicado no rétulo da garrafa de reagente) antes do uso.

Atencao

1. As amostras devem evitar congelamentos e descongelamentos repetidos, caso
contrario, os fragmentos de DNA extraidos serao menores e a quantidade de extracao
diminuira.

2. Se estiver extraindo o genoma de uma cultura bacteriana com grande acumulacao de
metabolitos secundarios ou espessura da parede celular, é recomendavel coletar as
amostras no inicio da fase de crescimento logaritmico.

3. Adicione etanol absoluto ao Buffer de Lavagem e Solugdo RP conforme descrito no
rétulo da garrafa de reagente antes do primeiro uso.

4. Antesde usar, verifique se a Solugdo GA1, Solugdo GS, e Solugdo GA2 cristalizaram ou
precipitaram. Se houver cristalizacdo ou precipitacdo, dissolva a Solugao GA1,
Solugdo GS e Solugado GA2 em banho-maria a 37°C.

5. Se os experimentos subsequentes forem sensiveis a contaminacao por RNA, adicione
20pL de RNase A livre de DNase (20 mg/ml) antes de adicionar a Solugdo GA2. ARNase
A nao esta incluida neste kit e pode ser encomendada separadamente da empresa, se
necessario.

Passos Operacionais
1. Processamento da Amostra

a. Ao extrair 200uL de amostra de sangue, adicione a amostra ao tubo de centrifugacéao
(auto-preparado) e prossiga diretamente para o préximo experimento. Nota: Para manusear
volumes maiores de sangue, como 300 pL a 1 mL, siga estes passos: adicione 3 volumes de
lisado de células vermelhas ao sangue (por exemplo, adicione 300 pL de sangue a 900 pL de
lisado de células vermelhas), misture por inversdo, deixe em temperatura ambiente por 5
minutos, inverta e misture varias vezes. Centrifugue a 10000 rpm (~11.500 x g) por 1 minuto
(se a velocidade maxima da centrifugadora nao permitir, centrifugue a 3000 rpm (~3.400xg)
por 5 minutos), aspire o sobrenadante, deixando o pellet de leucdcitos, adicione 200 L de
Solucédo GA1, agite até misturar completamente; quando o volume da amostra de sangue for
inferior a 200pL, adicione Solugédo GA1 para completar 200pL.

b. Se a amostra de sangue a ser processada for sangue anticoagulado de aves, aves,
anfibios ou organismos inferiores, os glébulos vermelhos sao células nucleadas, e o volume
da amostra de sangue for de 5-20 L, Solucdo GA1 pode ser adicionada para completar até
200 pL para experimentos subsequentes.



c. Ao extrair uma amostra de (2x10"7 células), colete as células por centrifugagcao e

ressuspenda as células com 200 pL de Solugdo GA1 para prosseguir para o proximo passo.

d. Quando a amostra for tratada como tecido animal, adicione rapidamente 200uL de

Solugdo GA1 apdés a moagem completa no nitrogénio liquido e, apds ressuspendé-la
suficientemente (pode ser adequadamente moida), o préximo passo pode ser realizado.

e. Quando a amostra for tratada com 1-30 mL de bactérias, adicione a amostra ao tubo

de centrifugacdo (auto-preparado), centrifugue, colete o precipitado e ressuspenda com
200uL de Solugdo GA1. Nota: Se os experimentos subsequentes forem sensiveis ao RNA,
adicione 4 pL de solugao de RNase A (100 mg/ml), agite por 15 segundos e deixe a temperatura
ambiente por 2 minutos.

2.

3.

Adicione 20pL de Proteinase K a solugao acima e misture bem.

Adicione 200uL de Solugcdo GS, adicione a amostra tratada, misture agitando
suavemente e centrifugue levemente para remover o liquido residual aderido a parede
do tubo. Banhe em agua a 56°C por 10 minutos. Se for dificil digerir amostras como
tecido, considere um tempo de digestdo de 1-3 horas ou até digestao durante a noite.
Nota: Apds a digestao ser concluida, a solugéo no tubo deve estar clara e transparente.
Se nao estiver clara e transparente, é recomendado estender o tempo de tratamento
até a transparéncia. Ou absorva cuidadosamente a parte superior da solugéo
transparente apds centrifugacao, mas havera mais perda de DNA.

(Opcional) Se a digestdo no passo anterior ndo estiver completa, pode causar
obstrugcdo da coluna de adsorcdo nas operacoes subsequentes. Neste passo,
centrifugue a 12.000 rpm a 4°C (=13.400 x g) por 1 minuto, pipete cuidadosamente o
sobrenadante em um tubo EP limpo e prossiga para o préximo passo.

Centrifugue brevemente para remover goticulas de agua da parede interna da tampa.
Adicione 350uL de GA2 e misture bem por vortex. Adicione 350uL de etanol absoluto.
Agite completamente e centrifugue brevemente (apenas agite para remover as
goticulas de agua na parede do tubo). Nota: 1). Misture imediatamente apds adicionar
Solugdo GA2. 2). Apés a adicao de Solucado GA2, podem ser produzidos precipitados
brancos, que nado afetardo os experimentos subsequentes. Algumas organizagdes
podem formar um produto tipo sol apds a adigdo de Solucdo GA2. Neste momento, é
recomendado realizar uma vibracao violenta ou tratamento por vortex.

Adicione a mistura obtida no passo anterior a coluna de adsorcao fornecida pelo kit (se
nao puder ser adicionada de uma vez, pode ser adicionada varias vezes) centrifugue a
12.000 rpm (=13.400 x g) por 1 minuto, despeje o tubo de coleta. Liquido de residuo.
Coloque a coluna de adsorgao de volta no tubo de coleta.

Adicione 500uL de Solugcdo RP a coluna de adsorgao (verifique se o etanol foi
adicionado antes do uso). Centrifugue a 12.000 rpm por 1 minuto, despeje o liquido de
residuo do tubo de coleta e coloque a coluna de adsorgéo de volta no tubo de coleta.
Nota: Para melhorar ainda mais a pureza do DNA, repita o passo 7.



8. Adicione 600pL de Buffer de Lavagem a coluna de adsorgao (verifique se o etanol foi
adicionado antes do uso). Centrifugue a 12.000 rpm por 1 minuto. Despeje o liquido de
residuo do tubo de coleta e coloque a coluna de adsorgao de volta no tubo de coleta.

9. Centrifugue a 12.000 rpm por 2 minutos e drene o residuo do tubo de coleta. Permita
que a coluna fique em temperatura ambiente por alguns minutos para secar
completamente. Nota: O objetivo deste passo é remover o etanol residual na coluna
de adsorgao, e o etanol residual afetara a reacao enzimatica subsequente (digestao
enzimatica, PCR, etc.).

10. Coloque a coluna de adsorgdo em um novo tubo de centrifuga (preparado pelo
usuario), adicione 50-200 pL de Solucao GE ou agua esterilizada no meio da coluna de
adsorcéo, deixe a temperatura ambiente por 2-5 minutos, centrifugue a 12.000 rpm por 1
minuto e colete o DNA e a solugdo. Armazene o DNA a -20 °C.

Nota:

1. Se os experimentos subsequentes forem sensiveis ao pH ou EDTA, pode ser eluido
com agua esterilizada. O valor de pH do eluente tem grande influéncia na eficiéncia da
eluicao. Se o eluente for 4gua, o pH deve estar entre 7,0 e 8,5 (o pH da agua pode ser
ajustado para essafaixa com NaOH). Quando o pH for inferiora 7,0, o tempo de eluicdo
nao é eficiente.

2. ASolucao GE é pré-aquecida em banho-maria a 65-70 °C. A incubacédo a temperatura
ambiente por 5 minutos antes da centrifugagcdo pode aumentar o rendimento; a re-
eluicdo com um adicional de 50-200 yL de Solugcao GE ou agua esterilizada pode
aumentar o rendimento.

3. Se desejar aumentar a concentracao final de DNA, vocé pode re-adicionar a solucao
obtida a coluna de adsorgédo, deixar a temperatura ambiente por 2-5 minutos,
centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto; se o volume de eluicao for inferior a 200 L,
aumente a concentracao final de DNA, mas isso pode reduzir a producéao total. Se a
quantidade de DNA for inferior a 1 pg, € recomendado eluir com 50 pL de Solugao GE
ou agua esterilizada.

4. Porque o DNA armazenado em agua é afetado pela hidrolise acida, se o
armazenamento a longo prazo for necessario, € recomendado usar Solucao GE para
eluir e armazenar a -20 °C.

Deteccdo de concentracao e pureza do DNA: O tamanho dos fragmentos de DNA
gendmico obtido esta relacionado a fatores como tempo de armazenamento da amostra
e forga de cisalhamento durante a operagao. Os fragmentos de DNA recuperados podem
ser detectados quanto a concentragao e pureza por eletroforese em gel de agarose e
espectrofotometria ultravioleta. O DNA deve apresentar um pico de absorc¢éo significativo
em OD260, com um valor de OD260 de 1 equivalente a aproximadamente 50 yg/mL de
DNA de fita dupla e 40 pg/mL de DNA de fita simples. A razdo de OD260/0D280 deve ser
de 1,7 a1,9. Se otampao de eluicdo nao for utilizado durante a eluicéo, e for utilizada agua



deionizada, a razao serda menor devido ao pH e a presenga de ions, mas isso néao significa
que a pureza seja baixa.

Atencao:

1. As amostras devem ser protegidas de congelamento e descongelamento repetidos,
caso contrario, os fragmentos de DNA extraidos serdo menores e a quantidade de
extragao sera reduzida.

2. Se houver precipitado na Solucao GA1, Solugdo GS ou Solugao GA2, redissolva em
banho-maria a 56 °C, agite e use.

3. Todos os passos de centrifugacao sao realizados usando uma centrifuga de bancada
e centrifugados a temperatura ambiente.

Perguntas Frequentes
A. Coluna bloqueada

Sugestao: Por favor, lise bem a amostra, sem floculagédo 6bvia, e prossiga para o préoximo
passo; lave com Solugao RP varias vezes (note que multiplas lavagens resultarao em baixa
recuperagao gendmica); utilize filtro de agulha descartavel ou filtro de tela de 200 pogos.

B. Baixa taxa de extragao gendmica
Sugestao: Aumente o tempo de digestdo, aumente o tamanho da amostra, etc.
C. Precipitado na solugao nao esta dissolvido

Sugestao: A solugao ird precipitar quando a temperatura estiver baixa. Por favor, verifique se
ha precipitado antes de usar. Se houver precipitagéo, incube a 37 °C por um tempo até que a
solucao esteja esclarecida.

D. Solugédo de lavagem nao foi adicionada ao etanol conforme necessario

Sugestao: A Solugao de lavagem nao adiciona a quantidade necessaria de etanol de acordo
com as instrucdes. Adicione a quantidade necessaria de etanol absoluto, aperte bem a tampa
apos o uso para evitar volatilizacado do etanol.

E. Selecao de volume e tempo para dissolucao

Sugestao: O volume dissolvido afetara o rendimento final, quanto maior o volume dissolvido,
maior o rendimento, mas a concentracado sera reduzida. Por favor, utilize o volume
recomendado de dissolucéo no kit para garantir o melhor rendimento e concentragcao. Apés
adicionar o Tampao de Eluigdo, 2-5 minutos a temperatura ambiente sdo mais favoraveis para
a dissolucéo.



