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Eletroforese em gel de agarose

Eletroforese na analise de acidos nucleicos:

“A eletroforese consiste no movimento de particulas carregadas sob a acéo de
um campo elétrico. Sob a agdo de um campo elétrico, os catides (ides de carga
positiva) movem-se para o catodo (polo negativo), e os anides (ides de carga
negativa) movem-se para o anodo (polo positivo), com velocidades diferentes.
A diferente velocidade de migracao esta relacionada com a carga e/ou massa
molecular das moléculas em analise.”
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Eletroforese em gel de agarose

Técnica de separacao de moléculas que envolve a migracao de particulas numa
matriz semi-sdlida durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial.

A eletroforese normalmente é utilizada para separar proteinas e moléculas de DNA
e RNA.

As moléculas sao separadas de acordo com a sua dimensdo; as de menor
massa irao migrar mais rapidamente.

Nicked %) %% Moléculas de DNA com mesmo peso
T _’% _A% molecular, mas com configuragées
\Q espaciais diferentes (superenroladas,
& § circulares, lineares), migram com
velocidades diferentes.
Supercoiled

Moléculas de DNA com corte em uma das

Circular, single-stranded cadeias (“Nicked’ ou “Relaxed”), migram
mais lentamente que as moléculas lineares
ou superenroladas de mesmo peso
molecular.




Componentes
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Fig. 25. Gel structure of agarose. (Lids, T. Doctoral thesis. Acta Universitatis Upsaliensis
1975. Reproduced by kind permission of the Author.)

Outro tipo de matriz: poliacrilamida



Componentes

“A migracdo de moleculas lineares e inversamente proporcional ao logaritmo da sua
dimens&o. A mobilidade é influenciada pela massa molecular relativa dos
préprios acidos nucleicos, pela porosidade do gel, pela forma e carga das
moléculas. No entanto, uma vez que as moléculas de DNA tém todas carga elétrica
negativa, a migracao é limitada pelo atrito causado pela malha de agarose”

Percent Agarose Gel (w/v) DNA Size Resolution(kb = 1000)
Poro maior 0.5% 1 kb to 30 kb
0.7% 800 bp to 12 kb
1.0% 500 bp to 10 kb
1.2% 400 bp to 7 kb
1.5% 200 bp to 3 kb
Poro menor 2.0% 50 bp to 2 kb

Table 1: Correct Agarose Gel Concentration for
Resolving DNA Fragments



Componentes

Tampao de eletroforese:

“A mobilidade eletroforética do DNA é afetada pela composi¢cdo e forga idnica do
tampéao de eletroforese. Na auséncia de ibes a mobilidade do DNA é nula (ou quase)
devido a falta de condutancia elétrica. Os dois principais tampées utilizados como
electrolitos durante a eletroforese em gel de agarose sdo TBE e TAE. “

Tipos de tampdes:
a) TAE (Tris-acetate-EDTA electrophoresis buffer — Tampéao de
eletroforese-Tris-acetato-EDTA)

b) TBE (Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer — Tampao de
eletroforese-Tris-borato-EDTA)



Componentes

Corantes de acidos nucleicos

Green Safe: acridine orange (intercalante)
+ DAPI (ligante do sulco menor)

D
H3C\ N N/ N,CH3

Intercalator CHg CHs

Acridine Orange (3,6-Acridinediamine)

Major groove

Minor groove binder
Minor groove

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)

O corante intercala-se/liga-
se ao DNA durante a sua
migragao no gel, emitindo
uma

fluorescéncia verde apoés
exposicao a radiacao
ultravioleta (=270 nm e =290
nm).




Componentes

Tampao de amostra (loading
buffer):

O tampao de amostra contém sacarose ou DNA Mass (bp)
glicerol para conferir a amostra uma
densidade superior a do tampéao de
eletroforese — facilita a deposicao da
amostra no poco. Também contém um ~500
corante (ex. azul de bromofenol) para

acompanhar a migracao das amostras no

gel, durante a eletroforese.

~ak

Component

Xylene cyanol FF

Bromophenol blue

1 % Agarose Gel, 0.5x TAE Buffer

Nenhum destes componentes é
intercalante, apenas permitem
acompanhar a migracao
eletrofororética



Componentes

Marcador de Massas Moleculares:

SIZE bp ng/BAND

— 10037 100
— 8000 80
E necessario aplicar em um dos pocos o marcador — 8% &
de massas moleculares (/adder) para proceder a B ;gcog :g
estimativa visual da dimensao dos fragmentos de 2500 25
DNA 2000 20

— 1600/1517  15/15
O ladder € uma mistura de diversos fragmentos

~ . —_ 1000 1
de DNA de tamanhos e concentragdes conhecidos a0 o
, . . 80
(atualmente gerados por sintese in vitro). i .
Permite inferir, por comparacio, a dimensao dos 400 40

fragmentos presentes nas amostras em analise.
200 20
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Resumo

Agarose

Ethidium Bromide

Agarose Gel-
Electrophoresis

DMA restriction ragmenis
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Relembrar: Miniprep

Cultura bacteriana

5 min, gelo

‘\\ J —
.. T

10 min, 14000 g

\

Pellet bacteriano

Neutralizagcao: Solugao lli
NaAc: neutralizagao para
renaturacdo do DNA
plasmidico
(DNA cromossomico nao renatura,

moléculas grandes)

Recolher
sobrenadante para
novo tubo e
adicionar etanol
absoluto frio

Ressuspensao: Solugao |
Tris HCI: tampéo (pH estavel)
EDTA: quelata Mg?* e Ca?*
(essenciais para DNase)
Glucose: pressao osmatica
(integridade celular)

10 min, 4 °C

Lise: Solucao ll
NaOH: base (ruptura da
parede e desnaturagao de
DNA)

SDS: detergente (solubiliza
membrana e desnatura
proteinas)

5 min, gelo

CUIDADO, néao
ultrapassar 5 min

Lavar o pellet com
etanol 70 %

¥

v \\\ 2 :
\ ‘P P2

5 min, 14000 g



Relembrar: Miniprep

> (\/
Recolher \ / Lavar o pellet com
\“’5 sobrenadante para %wﬁ etanol 70 %
N _ novo tubo e \__ =

adicionar etanol
absoluto frio

10 min, 14000 g 5 min, 14000 g

/

(‘
Ressuspender em Descartar o \*’5
ddH,O sobrenadante e secar N =

o pellet ao ar

5 min, 14000 g

Etiquetar _ )
(Turmal/data) Digestdo e PCR



Relembrar: PCR e Restricao

Amplificacao o inserto de 2300 bp por PCR

*Tampao [10x]: 2 uL Programa:
"MgCl, [25 mMJ: 2 L 94 °C - 2 min.
ot N = *Primer PjetFwd [5 pmol uL-']: 2 pL 94 °C - 1 min.
Py , , ] 60 °C - 1 min.
63 o *Primer PjetRev [5 pmol uL™]: 2 uL 72 °C - 3 min
«dNTP [5 mM]: 2 L Repetir os passosde 2 a 4 -
g N 29x
Soor ey *DNA:20-50 ng de DNA plasmidico 72 °C — 10 min
(3293) BSpQI - SapI .Taq [1U “L-']]: 0,5 ”L 4 OC, até retiral’ dO PCR
o s e Congelar a -20°C até
e T e *ddH0: para perfazer 20 pL utilizagéo
Digestao para isolamento do inserto de 2300 bp

- 250 ng de plasmideo Pjet1.2sp2300

- enzima Xhol: 1uL

- tampao de reagao [10x]: 2,5 uL

- ddH,0 até perfazer um volume total de 25uL

Incubar a 37°C, durante a noite. Congelar a -20°C até
utilizagao.



(2712 ..

(4672) Pvul_

(4524) Fspl

(4422) BgII _
(4382) BsrFI._
(4342) Bmrl —_ 4
(4302) AhdI ——

(3293) BspQI - Sapl

(3071) Pmel

(3052) BsmBI — ——
(3025) BbvCI —

Inserto

(125) Dralll

pJET1.2 forward sequencing primer (310 .. 332)

Eagl - NotI (329)
" _ PaeR7I - PspXI - Tl - XhoI (352)

' - BStBI (477)
‘ _BseRI (672)

"~ _Spel (750)

__Nhel (1377)
~— BmtI (1381)
— AleI (1407)
. Eco53kI (1463)
Sacl (1465)

" SnaBI (1817)

. PAIMI (1932)
Pfol (1977)
SexAI* (2043)

NdeI (2129)

EcoNI (2340)

. _— iy
(2931) HindIII | \
2735) pJET1.2 reverse sequencing primer P ‘.' '-'
(2725) BspDI-Clal /| | :
(2715) Ncol I | PpuMI (2581)
(2684) Xbal BstXI (2624)

pJET1.2blunt-inserto
5281 bp

Cerca de
2300 bp



Protocolo

1- Preparar um gel de agarose a 0,8 % em tampao de corrida (TBE 0,5x ou TAE 1x), num volume final de 50
mL.

2- Fundir a agarose no micro-ondas (cerca de 1 min; até completa fusdo da agarose). Deixar arrefecer até
conseguir agarrar no frasco com a mao. Adicionar 2,5 mL de Green Safe [10 mg/ml] ficando na concentracao
final de 0,5 mg/mL

3- Colocar de imediato o pente no molde de espessura e numero de dentes adequados ao volume € numero
de amostras a analisar.

4 — \erter a agarose e esperar que o gel solidifique.

5- Retirar o pente e colocar o molde com o gel de agarose na tina de eletroforese. Adicionar tampao de
corrida até cobrir a superficie do gel.

6- Preparar as amostras: Produtos de PCR: 10 uL + 2 uL tampao de amostra; Digestdes enzimaticas: volume
correspondente a 100 ng de plasmideo digerido + volume de tamp&o de amostra [6x] de forma a que fique
aprox. [1x] final.

7- Aplicar as amostras nos pogos.

8- Reservar o primeiro pogo para o marcador de peso molecular - 2 L (ja contém tampao de amostra);

9- Pér a tampa e ajustar a voltagem para 80 V. Correr o gel até pelo menos metade do comprimento.

10- Para visualizar as bandas de DNA Colocar o gel sobre o transiluminador e analisa-lo sob radiagcao
ultravioleta.

11 - Fazer registo fotografico e discutir os resultados obtidos.



