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EXTRAÇÃO DE DNA PLASMIDIAL 
Plasmídeos são elementos extracromossômicos com capacidade de replicação autônoma, sendo constituídos por uma molécula de DNA fita dupla circular e considerados replicons, pois se replicam independentemente do cromossomo bacteriano. Seu tamanho varia de 3 a 10 kb, sendo que seu DNA codifica para proteínas que, geralmente, conferem vantagens adaptativas às bactérias no meio no qual se encontram, pois codificam enzimas, toxinas, pilinas e adesinas, importantes na interação entre bactérias e parasitos; fatores de resistência a diversos antibióticos, entre outros. Os plasmídeos podem ser utilizados como vetores para clonagem de genes em bactérias. Para isso eles são modificados em laboratório para que atendam à algumas características, tais como: origem de replicação, sítio “polylinker” (sítio para várias enzimas de restrição), gene que codifica para resistência a determinado antibiótico e outros. Estes vetores encontram-se em número de cópia variável por célula, podendo ainda estar “livres” (extracromossômicos) ou integrados ao genoma bacteriano como cópia única (vetores integrativos).
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                   Mapa dos vetores plasmidiais pQE e pAE

Protocolo de Extração de Plasmídeo


Transferir 1,5 ml de um cultivo “overnight” para um tubo de microcentrífuga de 1,5 ml (“eppendorf”) e centrifugar por 2 minutos a 14000 rpm;


Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 200 (l de solução I (50 mM glicose, 25 mM Tris-HCl, 10 mM de EDTA, pH 7.4), homogeneizar em vortex;


Adicionar 200 (l de solução II (1% SDS, 0,2 M NaOH), homogeneizar lentamente invertendo os tubos por 10 a 15 vezes;


Adicionar 200 (l de solução III (3 M acetato de sódio pH 5,2), homogeneizar lentamente invertendo os tubos por 10 a 15 vezes e centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm;


Transferir o sobrenadante para outro “eppendorf” limpo e adicionar 420 (l de isopropanol;

Homogeneizar o tubo por 10 a 15 vezes e centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm;


Remover completamente o sobrenadante e adicionar 500 µL de etanol 70%;

Centrifugar 14000 rpm por 2 min, remover completamente o sobrenadante;


Secar o péllet completamente e ressuspender o pellet em 50 (l de água ou tampão TE;

Checar 3-5 (l em gel de agarose 0,8%.
OBS: A solução I auxilia na lise celular, permitindo que o material intracelular seja liberado para o meio. A solução II por sua vez, solubiliza os lipídeos, por conter SDS – detergente – e determina um pH alcalino, devido à presença de hidróxido de sódio, provocando a desnaturação do DNA. O acetato de sódio presente na solução III neutraliza o pH promovendo a precipitação do DNA cromossomal, das proteínas e de outras estruturas celulares, ficando o DNA plasmidial no sobrenadante
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