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RESUMO

Géis de agarose sao amplamente utilizados para realizacdo de eletroforese de &cidos
nucleicos, tanto para fins didaticos, quanto para fins de investigacdo cientifica, analise
diagndstica e pesquisa clinica. O presente trabalho analisou a eficiéncia do gel de agar-agar
para experimentos de corrida eletroforética com amostras de DNA gendémico, DNA
plasmidial, DNA de PCR e marcador molecular, comparado ao gel de agarose a 1% . Para
analise comparativa foi utilizado o procedimento padréo de eletroforese de acidos nucleicos,
utilizando amostras com diferentes fontes de DNAs, nos dois tipos de gel. Evidenciou-se
similaridade e correspondéncia na distancia percorrida do DNA, integridade do DNA e
resolucdo das banda sem alteragbes na qualidade da imagem.. A utilizacdo de gel
constituido por Agar-agar mostra-se eficaz em comparacao ao gel de agarose comumente
utilizado e com menor custo.
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SUMMARY

Agarose gels are widely used to perform electrophoresis of nucleic acids, both for teaching
purposes, and for scientific research, diagnostic analysis and clinical research. This study
examined the efficiency of agar gel for electrophoretic experiments with genomic DNA
samples, plasmid DNA, PCR and DNA molecular marker, compared to agarose gel at 1%.
For comparative analysis was performed using standard procedure electrophoresis of nucleic
acids using samples with different sources of DNA, the two types of gel. It was evident
similarity and correspondence in the DNA distance migrated, DNA integrity and resolution of
band with no change in image quality. The use of gels consisting of agar-agar is efficient in
comparison to agarose gel commonly used and lowest cost.
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INTRODUCAO

A eletroforese em gel de agarose é a técnica de Biologia Molecular mais utilizada
para avaliar a integridade e pureza de DNA 1. Separando fragmentos de 100pb até 25kb. A
migragdo do DNA através do gel é determinada pelo: tamanho do DNA, concentracdo de
agarose, conformacdo do DNA, voltagem utilizada, presenga de Brometo de etideo, buffer

de eletroforese e tipo de matriz 2.

O tipo de matriz mais rotineiro no laboratério de Biologia Molecular é o gel de
agarose, que por sua constituicdo quimica e o tamanho dos poros pode mudar a velocidade
de migracao dos &cidos nucleicos. Porém existem outras matrices que podem ser utilizados

com este mesmo fim, com é o caso do gel de Agar-agar.

O Agar-agar, carboidrato estrutural da parede celular das algas agarofiticas como
Gracilari e Gelidium 4, é um polimero de subunidades de galactose, composto de suas
fracbes principais: a agaropectina que € um polissacarideo sulfatado, modificado com
grupos &cidos de sulfato entre 3%-10%, acido D-glicurénico e baixas concentragcbes de

acido pirtvico e a agarose que é um polissacarideo neutro®.

A empresa Agargel Industria e Comércio Ltda. que varios géneros de algas da classe
Rodophyta produzem a agar-agar, um hidrocoldide gelificante, cuja concentracdo nas algas
sofre flutuacdo devido as variagBes das condigbes ambientais, tais como temperatura,
tensdo de oxigénio, intensidade luminosa e concentracéo de diéxido de carbono no mar®. E
a proporcao da agaropectina e da agarose varia de acordo com a espécie da alga sendo

que a agarose compreende normalmente ao menos dois tercos do agar-agar natural .

Agarose é a fracdo gelificante do Agar-agar, este polissacarideo é formado por
unidades repetitivas de agarobiose com um disacarideo 3-1,3 D-galactose e a-3,6 anidro-L-
galactopiranose. Este polissacarideo € o material mais frequente para a confecgédo de géis
para corrida eletroforética realizada com moléculas de DNA, com a vantagem que o DNA

pode ser retirado da agarose para posteriores experimentos .

Géis de agarose para eletroforese sdo ferramentas Uteis para separar e estimar a

extensdo de fragmentos de moléculas de DNA. O numero de &cidos nucléicos, bem como a



carga, o grau de enovelamento e a flexibilidade conformacional das moléculas de DNA

influem diretamente na distancia que cada fragmento de DNA percorre em um mesmo gel &,

Os géis de agarose também sdo Uteis em outras analises genéticas, como na
observacdo da migracdo de DNA plasmidial em suas diferentes conformacdes topolégicas:
circular, enovelado ou linear. Sendo, portanto, util para fins didaticos, especialmente, em

aulas praticas °.

O custo do agar-agar € muito menor que o custo da agarose, além de que géis de
agar-agar tem sido demonstrado possuir potencial para substituicdo da agarose em muitos
experimentos para fins educacionais °. Porém, a composicdo do agar-agar pode variar de

acordo com o fabricante, interferindo no desempenho do gel na corrida eletroforética 1.

Foi demonstrado em um experimento, que 0 agar-agar serve como substituto a
agarose para corrida eletroforética, com corantes que ilustravam as bandas no gel de agar-
agar 2. Entretanto, ndo se tem na literatura atual conhecimento do real funcionamento do

constituinte de Agar-agar para eletroforese de acidos nucleicos.

Portanto, objetivamos avaliar a utilizacdo da gelatina Agar-agar para confeccdo de
géis de eletroforese e analisar diferentes acidos nucleicos em comparagdo com gel

confeccionados com agarose comercial.

METODOLOGIA

Preparacéo dos géis de eletroforese.

Foi realizado o gel de agarose a 1% p/v com Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X e foi
adicionado brometo de etideo como agente intercalante quando a agarose encontrou-se a
40°C. Foram utilizadas como condiciones da eletroforese temperatura 23°C, voltagem 90V e

tempo 1h. Para avaliar a distancia percorrida foi utilizada uma régua (mm).

Como material biolégico foi utilizado DNA genémico, DNA plasmidial, DNA produto

de PCR e como marcador molecular Ladder Plus 1Kb.

Para fins comparativos foram utilizadas 3 marcas de gelatina vegetal Agar-agar e

preparados géis tomando em consideracdo as mesmas condi¢des que o gel da agarose.

Avaliacao dos géis de eletroforese.



A avaliacdo da eletroforese foi realizada em transiluminador com luz UV e o

resultado foi fotodocumentado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese permite avaliar a qualidade do DNA e RNA e sua integridade,
independentemente da matriz utilizada. Por este motivo para avaliar a eficiéncia do gel de
Agar-agar foram utilizados como critérios de avaliagcdo a distancia percorrida pelo DNA,
integridade da molécula, e a resolucédo das bandas.

Na andlise comparativa entre varias marcas de gelatina vegetal agar-agar e agarose,
ambas na concentragcdo 1%, mostrou que alta eficiéncia e nenhuma diferenga que interfira

na avaliacdo do DNA.

Na distancia percorrida entre o DNA do gel de agarose e 0s outros tratamentos
mostrou diferenca na velocidade de migracédo entre 1,5mm/h dos DNAs no gel de agarose,
1,0 mm/h no gel de Agar-agar B, 1,3 mm/h no gel de Agar-agar C e 1,17 mm/h no Agar-agar
D (Tabela 1). Isso devido que corre com mais facilidade no gel de agarose, o que condiz
com o fato de as moléculas de agarobiose da agarose serem mais homogéneas que as do
agar-agar®. Quando comparadas as marcas de Agar-agar observou-se muita similaridade
entre a marca B e D, nas distancias percorridas e nas velocidades de migracdo e entre a
agarose e a marca C, o que leva a entender a que a pureza do Agar-agar vai depender
entre as marcas. Ao avaliar o DNA plasmidial e o produto de PCR, pode se observar uma
relacd@o proporcional entre os géis Agar-agar comerciais (Tabela 1).



Tabela 1. Avaliacdo da distancia percorrida e velocidade de migracdo de DNA gendmico,
DNA plasmidial, e produto de PCR. Gel de agarose 1% (A), Gel de Agar-agar comercial 1%
(B, C. D).

Distancia percorrida (mm) Velocidade de migracdo (mm/h)

A B C D A B C D
DNA genémido 90 70 80 70 1,50 1,17 1,30 1,17
DNA plasmidial 150 120 130 120 2,50 2,00 2,50 2,00
Produto PCR 230 200 220 200 3,83 3,33 3,66 3,33

Esta homogeneidade molecular do agar-agar 6, pode explicar a utilizacdo da agarose

como um gel de eletroforese do qual pode-se extrair e reutilizar o DNA da amostra corrida’.

Mesmo com maior facilidade de corrida das amostras nos géis de agarose, 0s géis
de agar-agar tiveram a mesma eficiéncia como ferramenta de discriminagdo dos tipos de

amostras de DNA. Esta eficiéncia ja era esperada para a agarose®.

Com relagédo a integridade, o DNA gendmico, DNA plasmidial e DNA produto de PCR
apresentaram boa integridade em todos os matrizes utilizadas sem nenhum tipo de
degradacéao (Figura 1).

Outro quesito de avaliacdo foi a resolucdo das bandas. Pode se entender como
resolucdo do DNA a boa definicAo e claridade entre as amostras (Figura 1). Nos 4
tratamentos pudesse observar uma boa definicdo, porém quando avaliadas entre as
diferentes marcas da gelatina Agar-agar observou-se algumas diferencias com relagdo a
resolucéo, sobretudo nas bandas do DNA plasmidial que pela sua conformacéo apresenta
algumas bandas menos concentradas durante a migracédo. Entretanto a matriz C foi quem

obteve maior similaridade com o gel de agarose.



Figural. Perfil eletroforético de DNA com diferentes matrizes e diferentes DNAs.
1. Marcador molecular Ladder 1Kb, 2.DNA gendmico, 3. DNA plasmidial, 4. DNA produto de
PCR. Gel de agarose 1% (A), Gel de Agar-agar comercial 1% (B, C. D).

No presente trabalho, todas as amostras de DNA aplicadas em gel de agar-agar

apresentaram-se téo didaticas quanto as amostras aplicadas em gel de agarose!?.

Ainda que os experimentos do presente artigo, e de outros citados, apresentem
resultados satisfatorios para o uso de agar-agar em eletroforese, devemos ressaltar a
importancia em se testar o agar-agar de diferentes fabricantes, pois podem haver diferengas
na eficacia do gel de acordo com o fabricante 1*.



CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a efetividade do Agar-agar como matriz de gel de

eletroforese para corrida de amostras de acidos nucleicos, sendo recomendada analise

prévia do fornecedor para melhor eficacia de resultados. Os resultados obtidos com o agar-

agar neste estudo mostraram que, além de didatico, em experimentos laboratoriais de

pesquisa em que a agarose ndo seja essencial para se recuperar as amostras de DNA

aplicadas, a substituicdo deste pelo Agar-agar é efetiva, e pode trazer grandes economias

por conta de seu baixo custo comercial.
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