PROTOCOLO DE MICROEXTRACCIÓN DE DNA PARA PLANTAS E INSECTOS

Necesitamos de 10 a 20 mg de tejido de plantas o insectos o un insecto y 5mm de diámetro de 1 hoja para el caso de plantas.

BUFFER DE EXTRACCIÓN 

200Mm Tris-HCL

70mM EDTA

2M NaCL 

20mM metabisulfito de sodio

OTROS REACTIVOS Sarcosyl 5%

Acetato de Amonio 10M

TE (10 mM Tris-HCl pH8, 1mm EDTA

RNase

1. Sumergir el tejido en 160uL de buffer de extracción (o el volumen  necesario dependiendo, de la cantidad de tejido, es decir que no quede espeso; si aumenta la cantidad de buffer es necesario ajustar todas las cantidades de los reactivos que adicione en proporción a la cantidad buffer inicial) y moler el tejido con métodos físicos o fuerzas mecánicas eléctricas (es normal observar fragmentos de tejido)

2. Se lisan las células un poco más, mediante la adición de 40 uL de sarcosil al 5%, incubar a 60°C x1hr.(agitar de vez en cuando durante la incubación, si es posible mantener en agitación leve durante la incubación en un termomixer)

3. Centrifugar 15 min a 16,000 g, colectar el sobrenadante en un tubo nuevo (descartar los tejidos celulares).

4. Add 90uL de acetato de amonio a 10M+ 200 uL de isopropanol.

Incubar a temperatura ambiente durante 15 min., para plantas y animales, e incubar a (-20°C) por un mínimo de 2hrs.

5. Centrifugar 15 min. a Temperatura ambiente a 16,000g y decantar y descartar el sobrenadante.

6. Lavar la pastilla con  50uL etanol al 70%.

7. Centrifugar x 10 min a 16,000g, decantar y descartar el sobrenadante.

8. Repetir los pasos 6 y 7 y esperar a que se evapore todo el etnol.

9. Resuspender en 50uL TE

10. Cuantificar y verificar en un gel de agarosa al 1%.

RENDIMIENTOS:

500 A 700 ng de DNA de  plantas y ratas.

20ng de DNA de insectos.

NOTA1: Este protocolo lo hemos utilizado para plantas, se recomienda cuando tienes poca cantidad de tejido  lo hemos utilizado en tejido de: maíz y cícadas( D. Caputoi y Merolae), hormigas y bacterias y ha funcionado bien.  Se recomienda cuando tienes poca cantidad de tejido.

Nota2: No ha funcionado para D. Spinulosum

