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RESUMO

O presente trabalho tem o intuito de realizar uma extracdo de DNA plasmidial
de Escherichia coli sem contaminantes como RNA, DNA gendmico e proteinas. Para
isso foi desenvolvido um protocolo de extracdo de DNA plasmidial utilizando o método
de boiling, que utliza a fervura a 100°C para degradar RNA, proteinas e
contaminantes, para assim obter uma amostra mais pura e uma extragdo mais
eficiente, além de utilizar menos reagentes. Foi verificado que a extracdo por boiling é
mais eficiente, pois degradou o RNA contaminante, proteinas e DNA gendmico sem
afetar os plasmideos, que se mostraram com um bom rendimento e integros. Portanto,
esta técnica € mais eficiente tanto pela obtencdo dos plasmideos sem contaminantes
guanto pelo custo inferior de reagentes, também reduzindo a contaminagdo do meio

ambiente.
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ABSTRACT

This study aims to perform an extraction of plasmid DNA from Escherichia coli
without contaminants like RNA, genomic DNA and proteins. For this we have
developed a protocol for extraction of plasmid DNA using the method of boiling, which
uses the boil at 100 °C to degrade RNA, proteins and contaminants, so as to obtain a
sample purest and most efficient extraction, and use less reactants. It was found that
the extraction by boiling is more efficient because it had degraded RNA, proteins and
genomic DNA without affecting the plasmids, which showed good yield and integrity.
Therefore, this technique is much more efficient for obtaining the plasmids as free of
contaminants lower the cost of reagents, while also reducing contamination of the

environment.
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INTRODUCAO

O DNA plasmidial € comumente utilizado em clonagem génica e revela
interesse para as areas de pesquisa em bibliotecas genémicas (expressao
génica) e para os laboratorios genéticos e bioquimicos. O processo de
clonagem envolve a insercdo do gene de interesse no vetor plasmidial. * Além
do DNA cromossdmico, a célula bacteriana contém pequenas moléculas de
DNA circular, denominadas plasmideos. Estes mantém uma existéncia
independente do cromossomo; no entanto, sua duplicacdo é sincronizada com
a da bactéria, garantindo assim sua transmissédo para as bactérias-filhas. Em
Engenharia Genética, genes "estranhos" a bactéria podem ser incorporados
aos seus plasmideos e assim, tais bactérias passam a produzir as proteinas
que esses genes codificam. 2

Certos plasmideos possuem genes responsaveis pela sintese de
enzimas que destroem um antibiético antes mesmo que ele fagca mal a bactéria.
Os plasmideos portadores de genes que conferem resisténcia a drogas sao
chamados PLASMIDEOS R (R Resisténcia).

No caso da Escherichia coli existe um gene chamado lacZ, que
€ requerido para o transporte e 0 metabolismo da lactose em Escherichia coli e
outras bactérias entéricas. Esse gene codificado pelo operon, o lacZ permite a
producdo da enzima B-galactosidase, que digere a lactose em glicose e
galactose. Esse gene também tem a funcdo de produzir uma coloracdo azul
nas coldnias. Quando é efetuado um inserto de outro gene, o gene lacZ é
interrompido, produzindo colénias brancas, desse modo funcionando como um
marcador de selecado, permitindo verificar quais colénias ocorreram o inserto e

quais nao ocorreram.

No processo de clonagem génica, a etapa da extracdo de DNA
plasmidial € uma das mais importantes para a confirmacdo da insercdo ou
delecao de genes.

Com o intuito de aperfeicoar essa etapa, foi desenvolvido um protocolo
de extracdo de DNA plasmidial mais pura e eficiente, eliminando proteinas,

RNA e demais contaminantes além de utilizar menos reagentes. Esta técnica €
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denominada Boiling, em referéncia ao procedimento de fervura a 100°C. Para a
extracdo de DNA plasmidial foram utilizados o protocolo de Maniatis * como
controle e a técnica de boiling * substituindo a solucdo Il do miniprep por 1
minuto de fervura. O DNA plasmidial foi digerido com Eco RI e Hind Ill com a

técnica de RFLP, para avaliar o polimorfismo.

METODOLOGIA

Foram repicadas col6nias de Escherichia coli em 5 ml de meio LB + 5
ul de antibiético e incubadas a 37°C overnight em agitacdo constante de 200
RPM. Para observar os resultados obtidos da extracdo foi realizada uma

eletroforese em gel de agarose 1% por 40 minutos a 90 volts.

RESULTADOS E DISCUSSOES

No anexo |, a extracdo por miniprep apresentou RNA contaminante
além de ter apresentado pouca quantidade de DNA plasmidial. O anexo I-B
evidencia o método de boiling, que desnaturou o RNA contaminante e
apresentou um bom rendimento de DNA plasmidial.

No anexo I, foi feita a aplicacdo da técnica de RFLP com uso da
enzima de restricdo Eco RI na canaleta 1 e da Hind lll na canaleta 2,
evidenciando que de fato ocorreu a desnaturacdo do RNA. E o anexo II-B
mostra o uso do boiling para a extragdo de DNA plasmidial, evidenciando o

bom rendimento de plasmideos e o0 RNA degradado.

CONCLUSAO

O boiling apresentou maior rendimento na extracao e seu uso reduziu o
custo do método, contribuiu para a degradacdo de RNA e DNA gendmico sem
afetar o DNA plasmidial, portanto esse procedimento acelera a obtencéo de
uma amostra pura, reduzindo contaminantes para o meio ambiente. Nao foi
necessaria a encubacdo da amostra em gelo para precipitacéo de sais apés o

boiling.
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Anexo |

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1%. A. Extracdo de DNA plasmidial por miniprep.

B. Extrag&o de DNA plasmidial por boiling.



Anexo Il
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Extragdo de DNA plasmidial por boiling. A.
Canaletas 1 e 2:RFLP da extracdo de DNA plasmidial da amostra da canaleta 2 da figura B.
Canaleta 3: DNA lambda. B. Extracdo de DNA plasmidial por Boiling.



