0BQ-1354: Biologia Molecular
@

VA

AVA
VAV
VAVA

Eletroforese de acidos

nucleicos em gel de agarose ﬁ
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Eletroforese: principios

- Crego: Eléktron (carga) + Phoréds (movimento, transporte)

- Particulas carregadas se movimentam em velocidades diferentes por um meio apos

aplicacao de corrente elétrica



Eletroforese de DNA
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Em pH fisiologico (~7,0-7 4): carga negativa

Crupo fosfato (derivado do acido fosforico)
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Disponivel em: <enwikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Nucleic_Acid/DNA/DNA_structure#>. Acesso em: 17 jun. 2023



Eletroforese de DNA: reagentes Ml e

of agarose
1) Matriz (meio): Gel de agarose ~100°C | | ~45-100°C
) (heatine) (heating)
- Agarobiose
- D-galactose + 56-anidro-L-galactopiranose $hosoccosswots
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- 0,4% - 3% tamanho molecular (k) das espéecies de DNA
~100°C cooling and
preseﬂtes Na aMmaostra (heating) ageing 45°C
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Disponivel em: <britannica.com/science/ Disponivel em: <sigmaaldrich.com/BR/pt/ (COLAWSKA, 2014)

red-algae> Acessoem: 17 jun. 2023 product/sigma/a9539>. Acesso em: 17 jun. 2023



Eletroforese de DNA: reagentes

1. '~ - 2, °.- 3‘
1) Matriz (meio): Cel de agarose - Preparo - % : . B D

Concentrated Distilled
buffer weter Agarose

Disponivel em: <https//iwww.edvotek.com/quick-guide-sybr-safe>. Acesso em: 17 jun. 2023



?) Tampao de corrida (TAE/TBE): manter o pH constante e inibir nucleases

Amina primaria: Tris(hidroximetiljaminometano Agente quelante: EDTA
0]
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Acido fraco: Borico ou Acético
o

TBE (DNA >3kb) +—— )J\ — TAE (DNA <2kb)
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%) Tampao de amostra: mostrar o avanco da corrida - Glicerol (30-40%) + Corante

SO;

HN

Xileno de cianol: 4000 pb

Azul de bromofenol: 300 pb



4) Marcadores de peso molecular:
Comparar os resultados obtidos com

padroes de  DNA
Mmoleculares conhecidas

com

Massas
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Prepare
agarose gel in

Preparo e aplicagao do gel

Adicao do tampao de corrida até que o

gel esteja submerso

Aplicacao das amostras (+ tampao de

v

amostra) e marcador de peso

Conectar os eletrodos aos terminais e
ligar o aparelho

v

v

casting tray

Remove end blocks,
comb and submerge gel

under buffer in the
electrophoresis chamber

Load
each sample in
consecutive wells

Snap on safety cover,
connect leads to power
source and initiate
electrophoresis




Eletroforese de DNA: resultados

©,

Nucleotide
Intercalated eb

Phosphate backbone

- breT:. Agente Intercalante (Mutagénico)
- Complexo brET-DNA é fluorescente
A= 270 nm (ultravioleta)
Ao = 605 Nnm (laranja)

700
500
400
300

200
150
100
75
50
25




Referéncias

[1] COLAWSKA, S. et al. Are agarose-sucrose gels useful for studying the
orobing and feeding behavior of aphids? Australian Journal of Crop
Science, 2014.v. 8, n.2, 0. 263-270.

2] LEHNINGER, A L: NELSON, D. L: COX, M. M. Lehninger Principles of
Biochemistry 6th ed New York: W H. Freeman and Company, 2014

B ZAHA AL FERREIRA H. B PASSAGLIA L M. P. Biologia Molecular
Basica, 5a ed. Mercado Aberto, 2003,




