Comparacgéo de diferentes protocolos para visualizacdo de DNA separado por
eletroforese em gel de agarose utilizando-se os corantes fluorescentes brometo de
etideo e GelRed".
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O brometo de etidio é um corante fluorescente mutagénico utilizado para a visualizacao de 4cidos
nucléicos separados pela técnica analitica de eletroforese em gel. H4 um corante alternativo,
apresentado comercialmente como GelRed® (Biotium), que tem se destacado por néo ter acéo
mutagénica. Sua estrutura ainda ndo € de conhecimento publico por estar sob processo de
patente, porém sabe-se que sua massa molar é pelo menos 3 vezes maior do que a do primeiro.
Comumente, o brometo de etideo, e mais recentemente o GelRed sdo utilizados segundo
diferentes protocolos, utilizados no gel de agarose antes da polimerizacdo do mesmo, em banho,
apos a eletroforese ou diretamente na amostra. A aplicacdo dos corantes na amostra, realizada
em diversos laboratérios visando economia, ndo é recomendada pelo fabricante. O objetivo deste
trabalho foi comparar os diferentes protocolos de aplicacdo dos corantes, uma vez que foi
observado que isto pode influenciar o resultado da separacdo de amostras de DNA por
eletroforese em gel. Para isso, produtos de PCR de DNA de aproximadamente 700 pb foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, submetidos a 100 V de poténcia por
aproximadamente 1 hora. Observou-se que a migracdo dos produtos de mesmo tamanho é
alterada quando o GelRed é aplicado diretamente na amostra, provavelmente devido ao efeito de
retardamento das moléculas de DNA néo ser constante. Uma possivel explicacdo é que o nimero
de moléculas de corante intercalado na molécula de DNA pode ndo ser igual em todas as
amostras. Quanto maior o nimero de moléculas de corante intercaladas, maior o aumento da
massa desta, 0 que pode causar retardamento na migracdo das moléculas na malha do gel. Esse
retardamento altera a previsdo do tamanho do fragmento de DNA, estimado por comparagdo com
padrdo de tamanho conhecido. Concluimos que o protocolo de aplicacdo de GelRed"” na amostra
ndo é o mais indicado.
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