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Resumo

A eletroforese em gel é amplamente utilizada em biologia molecular para diferentes estudos,
empregando principalmente matrizes de agarose e poliacrilamida. Este estudo teve como objetivo
comparar a resolugdo dos géis de poliacrilamida e agarose na separagao de fragmentos de DNA
amplificados por primers microssatélites. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 10% e em gel de agarose a 3%, avaliando-se a capacidade de resolugdo em
ambas as matrizes. Os resultados demonstraram que a poliacrilamida apresentou maior poder de
resolucdo, permitindo discriminar fragmentos com diferengas minimas de tamanho e identificar um
numero superior de alelos em comparagdo a agarose. Conclui-se que, embora a agarose seja uma
matriz pratica e de menor custo, a poliacrilamida se mostra indispensavel em estudos que requerem
alta sensibilidade e confiabilidade.
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Introdugédo

A eletroforese em gel € uma das técnicas mais empregadas na biologia molecular, sendo
amplamente empregada na caracterizacédo e andlise de acidos nucleicos e proteinas. Trata-se de um
processo no qual moléculas carregadas sao separadas sob a influéncia de um campo elétrico, em
que a mobilidade depende de caracteristicas fisico-quimicas especificas, como tamanho,
conformacgéo e carga elétrica. No caso do DNA, a separacao é realizada com base no tamanho dos
fragmentos, de modo que as moléculas menores migrem mais rapidamente que as de maior
comprimento, possibilitando a visualizagdo e comparagédo de padrdes moleculares (Roberts; Dryden,
2013).

Entre as matrizes mais utilizadas, destacam-se o gel de agarose e o gel de poliacrilamida, que
diferem quanto a composicao, propriedades fisico-quimicas, capacidade de resolugéo e aplicagdes. O
gel de agarose, de preparo relativamente simples, € amplamente aplicado na separagédo de
fragmentos separagédo de moléculas grandes, como fragmentos de DNA, que variam de 100 pares de
bases a varias megabases, oferecendo praticidade e boa estabilidade. J& o gel de poliacrilamida, de
composigao sintética e porosidade mais uniforme, apresenta maior capacidade de resolugdo, sendo
indicado para a andlise de fragmentos menores ou que exijam discriminagdo mais refinada. Essas
diferengas estruturais influenciam diretamente na eficiéncia de separagcédo e na nitidez das bandas,
fatores que sao determinantes para a interpretacdo de resultados em diferentes estudos
(Westermeier, 2005).

A relevancia da eletroforese torna-se ainda mais evidente quando associada a Polymerase Chain
Reaction (PCR) e ao uso de marcadores moleculares. Essa integragdo amplia as possibilidades de
investigacao, permitindo a andlise de similaridades genéticas, estudos taxondmicos, caracterizacdo
de diversidade, entre outros estudos (Syaifudin, 2021). Entre os marcadores moleculares disponiveis,
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0s microssatélites (Simple Sequence Repeats — SSR) tém se destacado por sua alta
reprodutibilidade, codominéncia e elevado grau de polimorfismo. Contudo, a precisdo na detecgao
dos padrdes de bandas gerados por SSR nao depende exclusivamente da eficiéncia da PCR, mas
também da matriz de gel escolhida, visto que a resolugdo obtida pode definir a capacidade de
distinguir alelos proximos e identificar polimorfismos sutis (Sanchez-Pérez et al., 2006).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo realizar uma analise comparativa da
resolucao dos géis de agarose e poliacrilamida na separacao de fragmentos de DNA amplificados por
PCR, utilizando quatro marcadores microssatélites, a fim de avaliar o desempenho de ambos e a
contribuigdo para a selegdo de matrizes adequadas para diferentes estudos.

Metodologia

Para a analise comparativa foram utilizados cinco clones de batata (Solanum tuberosum) (CCF 02-
05, CCF 21-15, CCF 24-13, CCF 23-01 e CCF 02-19) provenientes do Programa de Melhoramento
Genético da Batata (PROBATATA), previamente plantados e cultivados em casa de vegetagédo na

Universidade Federal de Lavras (Fernandes Filho et al., 2021). O DNA gendmico foi extraido do
tecido foliar jovem das plantas, segundo Doyle e Doyle (1987) com modificagdes. O tampéo de
extragdo foi ajustado para 1% de PVP e 2% de brometo de cetiltrimetiiaménio (CTAB). Foram
realizadas trés etapas de desproteinizagdo com cloroférmio alcool isoamilico (CIA) na proporgéo de
24:1. Para a precipitagdo do DNA utilizou-se 650 ul de alcool isopropilico gelado e 1/3 do volume de
acetato de amodnio (7,5M). O precipitado foi ressuspendido em 50 pL de H20 ultrapura com RNAse
(40ug/mL). A quantificagdo do DNA gendmico foi realizada por meio das leituras de absorbancia
(A260 / A280 e A260 / A230) no espectrofotdbmetro NanoDrop Lite Plus (Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA).

O DNA extraido foi amplificado por PCR utilizando quatro pares de primers microssatélites
pertencentes ao Kit de Identidade Genética para a Batata, desenvolvido por Ghislain ef al. (2009). As
PCR foram preparadas em volume final de 15ul, contendo: 30 ng de DNA gendémico, tampao Tris-HCI
1 X, 2,5 mM MgClz, 0,8 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada primer (forward e reverse) e 1 U de Taq DNA
polimerase. O protocolo do termociclador consistiu em: desnaturagao a 94°C por 4 minutos; 33 ciclos
de 94°C por um minuto, anelamento por um minuto de acordo com a temperatura especifica para
cada primer (Tabela 1), seguido de 72°C por um minuto e extenséo final de 4 minutos a 72°C.

Tabela 1 — Descrigdo dos primers utilizados no estudo
Temperatura de

Primer Alelos esperados anelamento
STG0016 137 - 172 55°C
STM1106 145 - 211 50°C
STM1104 178 - 199 53°C
STI0003 137 -188 56°C

Fonte: Ghislain et al. (2009) adaptado pela autora.

Primeiramente, os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 10% utilizando tamp&o TBE 1 X sob tensdo de 120 V por um periodo de 4
horas. Foi utilizado o marcador de peso molecular de 50 pb (Ludwig Biotecnologia, Alvorada, RS,
Brasil).

Posteriormente, os produtos também foram avaliados em gel de agarose com concentracéo a 3%,
preparado em tampdo TBE 1 X e corado com brometo de etidio (EtBr). As amostras foram
submetidas a eletroforese em tampao TBE 1 X, tensdo de 100 V por uma hora. Apds a corrida
eletroforética, os géis de poliacrilamida e agarose foram fotografados em fotodocumentador L-PIX
(Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), sob iluminagdo UV. As imagens obtidas foram analisadas
quanto a resolugdo das bandas, considerando a capacidade de detecgdo dos fragmentos
amplificados para cada par de primers.
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Resultados

A comparagédo entre os géis de poliacrilamida e de agarose evidenciou diferengas expressivas na
capacidade de deteccdo dos fragmentos amplificados pelos primers microssatélites. O gel de
poliacrilamida apresentou maior poder de resolugado, permitindo a discriminagdo de fragmentos com
diferengas minimas no tamanho e possibilitando a detecgdo de um numero superior de alelos em
relagéo ao gel de agarose.

Na avaliagdo do primer STM1106 (Figura 1), verificou-se que o gel de poliacrilamida (B)
possibilitou a deteccao de até trés alelos distintos entre os clones analisados, com variacdo de
tamanho entre 157, 163 e 175 pb. Em contraste, no gel de agarose (A) a detecgao restringiu-se a um
ou dois alelos, sem distingdo nitida entre os fragmentos. Para o primer STM1104 (Figura 1), ambos
0s géis permitiram a identificacdo de um a dois alelos (178 e 195 pb). Contudo, o gel de
poliacrilamida (D) apresentou maior poder de resolugéo, evidenciando diferengcas mais claras entre os
fragmentos amplificados em comparagao ao gel de agarose (C).

Na analise do primer STIO003 (Figura 2), foram identificados de um a dois alelos (170 e 179 pb)
tanto no gel de agarose (A) quanto no de poliacrilamida (B), sendo que este ultimo proporcionou
bandas mais definidas. Ja para o primer STG0016 (Figura 2), o gel de poliacrilamida (D) revelou
maior capacidade discriminatéria, permitindo a distingdo de fragmentos variando em 143, 148 e 154
pb entre os clones avaliados. Em contrapartida, no gel de agarose (C) foi detectado um fragmento
quase uniforme para todos os cinco clones, evidenciando sua menor eficiéncia em diferenciar
variagdes alélicas sutis.

Em sintese, os perfis eletroforéticos obtidos ndo foram equivalentes entre os dois tipos de gel,
evidenciando que a escolha da matriz de separagédo exerce influéncia direta sobre a resolugao e a
precisdo de analises para diferentes estudos.

Figura 1: Resolucao dos fragmentos amplificados pelos primers STM1106 e STM1104 em gel de agarose e

em gel de poliacrilamida. M — Marcador molecular (50pb); Linhas (1 - 5) representam os clones de batata
(CCF02-05, CCF21-15, CCF24-13, CFF23-01, CCF02-19) respectivamente. Primers — STM 1106 em gel de
agarose (A) e poliacrilamida (B); STM1104 em gel de agarose (C) e poliacrilamida (D).

Fonte: Do autor, 2025.
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Figura 2: Resolugéo dos fragmentos amplificados pelos primers STIO003 e STG0016 em gel de agarose e em
gel de poliacrilamida. M — Marcador molecular (50pb); Linhas (1 - 5) representam os clones de batata (CCF02-
05, CCF21-15, CCF24-13, CFF23-01, CCF02-19) respectivamente. Primers — STIO003 em gel de agarose (A) e
poliacrilamida (B); STG0016 em gel de agarose (C) e poliacrilamida (D).
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Fonte: Do autor, 2025.
Discussao

Na eletroforese, o poder de resolucao dos géis, isto é, a capacidade de distinguir fragmentos de
DNA com diferentes comprimentos, e a qualidade das bandas s&o parametros essenciais para a
interpretacdo confiavel dos resultados. Esses fatores impactam diretamente a eficiéncia dos
experimentos e podem ser influenciados por diferentes variaveis, sendo a concentragdo do gel uma
das principais, pois determina o tamanho dos poros formados na matriz (Lee; Bahaman, 2012).

A eletroforese em gel de agarose € amplamente utilizada por sua simplicidade, baixo custo e
eficiéncia na separagdao de fragmentos maiores de DNA. Nesse sistema, quanto maior a
concentracdo de agarose, menor o tamanho dos poros e, consequentemente, maior a resolugéo (Lee
et al., 2012). Por outro lado, fragmentos abaixo de 100 pb sdo separados com mais eficacia em géis
de poliacrilamida, cuja matriz é formada por polimerizacdo quimica, resultando em uma estrutura
mais uniforme e de alta densidade. Por essas caracteristicas, este sistema oferece um maior poder
de resolucédo e permitem distinguir diferencas de até 2 pb (Lee et al., 2012; Bommi; Ferguson, 2005).

Estudos comparativos, como o de Sanchez-Pérez et al. (2006), demonstraram que a eletroforese
em poliacrilamida apresenta desempenho equivalente ao de sequenciadores capilares automatizados
para analise de polimorfismos em marcadores SSRs, superando o gel de agarose quando as
diferengas de tamanho entre os alelos eram muito pequenas (1-5 pb). Esses resultados reforcam a
superioridade da poliacrilamida em analises que demandam maior precisdo, como em estudos de
diversidade genética e avaliagdo de parentesco.

Assim, a escolha entre agarose e poliacrilamida deve considerar o tamanho dos fragmentos-alvo,
a resolugdo necessaria e o objetivo da analise. Enquanto a agarose é mais indicada para fragmentos
maiores e diferengas mais amplas entre bandas, a poliacrilamida é indispensavel quando se busca
detectar variagbes sutis de tamanho. Essa comparagdo € crucial para otimizar protocolos
experimentais e garantir resultados mais confidveis, especialmente em estudos que exigem alta
sensibilidade na detecgao de polimorfismos.
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Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que a poliacrilamida apresenta um desempenho superior na
detecgdo de fragmentos de tamanhos préximos, garantindo maior resolucéo e precisao na analise de
microssatélites. Embora o gel de agarose seja uma alternativa pratica e de menor custo para analises
mais gerais, sua menor capacidade de discriminar fragmentos reduz a confiabilidade em estudos que
exigem maior precisdo. Dessa forma, a escolha da matriz deve considerar o nivel de detalhamento
necessario, assegurando que o método empregado esteja alinhado aos objetivos especificos de cada
estudo.
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