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PARA INICIAR... 





RECORDANDO O QUE VIMOS ATÉ AGORA 



Dogma central, genes e expressão gênica 

• https://app.jove.com/embed/player?id=10798&language=Portugues
e&t=1&s=1&fpv=1 (Dogma central) 

 

 

• https://app.jove.com/embed/player?id=10984&language=Portugues
e&t=1&s=1&fpv=1 (Operons) 

 

 

• https://app.jove.com/embed/player?id=10797&language=Portugues
e&t=1&s=1&fpv=1 (expressão gênica em eucariotos) 

https://app.jove.com/embed/player?id=10798&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=10798&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=10984&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=10984&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=10797&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=10797&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1


DNA recombinante e enzimas de restrição 

 

• https://app.jove.com/embed/player?id=12009&t=1&s=1&fpv=1 
(DNA recombinante) 

 

• https://app.jove.com/embed/player?id=12227&t=1&s=1&fpv=1 
(Enzimas de restrição) 

https://app.jove.com/embed/player?id=12009&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=12227&t=1&s=1&fpv=1


AULA PASSADA: 
 

Enzimas de Restrição: 

Ligação 

Molécula de DNA 
Recombinante 

 

DNA RECOMBINANTE!!!! 



CLONAGEM CELULAR 

CÓPIAS IDENTICAS!! 



Clone: uma coleção de moléculas ou células, 
todas idênticas a uma molécula ou célula 
original. 



Dependente de células 
vivas 

Independente de células 
vivas (PCR) 

CLONAGEM MOLECULAR 



CLONAGEM MOLECULAR 

RESUMO DAS ETAPAS: 

 

1. Preparação do vetor e do inserto  

 

2. Ligação do vetor e inserto 

 

3. Transformação em célula hospedeira 

 

4. Seleção de clones 

1. 

2. 

3. 

4. 



CLONAGEM MOLECULAR 



CLONAGEM MOLECULAR 
INDEPENDENTE DE CÉLULAS VIVAS 

PCR 
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PCR: Polymerase Chain Reaction 
(Reação em cadeia da polimerase) 

• O processo de PCR foi inventado por Kary Mullis no início da 
década de 80  atribuído o Premio Nobel da Química de 1993 
pelo seu trabalho. 

  

• É um método de amplificação (de criação de múltiplas cópias) 
de DNA sem o uso de um organismo vivo, por exemplo, 
Escherichia coli (bactéria) ou leveduras.  





Saiki, R. K., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. J. Scharf, R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. 

Mullis, and H. A. Erlich. "Primer-Directed Enzymatic Amplification of DNA with a 

Thermostable DNA Polymerase." Science 239 (1988): 487-491. 



Thermus aquaticus  

Thermus aquaticus é uma espécie 
de bactéria que pode suportar 
temperaturas elevadas, uma de 
várias bactérias termófilas. Esta é a 
fonte da enzimas resistente ao calor 
como a Taq polimerase de DNA , um 
dos mais importantes enzimas 
na biologia molecular devido à sua 
utilização na reação em cadeia da 
polimerase (PCR), técnica de 
amplificação de DNA. 

Thermus aquaticus 

A bactéria foi descoberta pela primeira vez 

no Lower Geyser Basin do Parque Nacional de 

Yellowstone 



DNA molde 

primers 

DNA polimerase 

A  T  C  G 
Nucleotídeos 
 
(dNTPs) – dATP, dTTP, 
dCTP, dTTP   

H2O + tampão 

REAÇÃO DE PCR 



http://molbiol-tools.ca/PCR.htm 

DESENHO DE PRIMERS: 



Passo 1 – desnaturação 

1 minuto – 94oC  

 

Passo 2 – anelamento  

45 segundos– 55oC  

 

Passo 3 – extensão 

45 segundos– 72oC 

 

  

 



• 1. Desnaturação (94-96ºC, 30-600 segundos).  
Durante a desnaturação, a cadeia dupla do DNA é separada em duas cadeias simples.  
A DNA polimerase é estável a altas temperaturas pois é obtida de organismos que vivem em 
ambientes extremos (extremófilos). A DNA polimerase mais usada é a Taq polimerase 
(obtida de Thermus aquaticus). 
 
• 2. Annealing (emparelhamento,pareamento, hibridização) (45-80º C, 30-120 

segundos).  
Durante o emparelhamento, os iniciadores (primers) ligam-se ao DNA de cadeia simples e a 
DNA polimerase liga-se aos iniciadores emparelhados. 

 
• 3. Alongamento  (polimerização) (65-80º C, 30-120 segundos).  
Durante o alongamento, a DNA polimerase cria a cadeia de DNA complementar à medida 
que percorre o DNA de cadeia simples, incorporando desoxirribonucleótideos presentes na 
reação. 
 
 

Após cada ciclo, a quantidade de DNA duplica. Assim, após múltiplas ciclos, o 
aumento da quantidade de DNA  é exponencial de base 2.  

PCR: Polymerase Chain Reaction 



PCR: Polymerase Chain Reaction 



PCR: Polymerase Chain Reaction 



A AMPLIFICAÇÃO É EXPONENCIAL!! 

Gene desejado 

DNA Molde 
1o ciclo 

2o ciclo 

4o ciclo 

4 cópias 8 cópias 16 cópias 32 cópias 60 bilhões de cópias 

35 ciclos 



Vídeo: PCR 

https://app.jove.com/embed/player?id=10819&language=Portuguese&t=1&s

=1&fpv=1 

 

https://app.jove.com/embed/player?id=10819&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=10819&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1


TERMOCICLADOR 



VISUALIZANDO O MATERIAL AMPLIFICADO 



https://www.youtube.com/watch?v=rn40R5w5Fkw  

 

https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo 

 

https://app.jove.com/embed/player?id=5056&language=Portuguese&t=1

&s=1&fpv=1  

ANIMAÇÕES 

https://www.youtube.com/watch?v=rn40R5w5Fkw
https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
https://app.jove.com/embed/player?id=5056&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
https://app.jove.com/embed/player?id=5056&language=Portuguese&t=1&s=1&fpv=1
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EXEMPLOS DE APLICAÇÃO 





Detecção simultânea de Xanthomonas 

axonopodis pv. phaseoli e Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, em lotes 

comerciais de sementes 







- Genes FAD: relacionados à qualidade de óleo 



HOR3 e HOR4: genótipos criados por mutagênese com alta qualidade de 

óleo, baixa produtividade 



 

PCR + enzimas de restrição: rastreamento da introgressão de qualidade de 

óleo 
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ALGUMAS VARIAÇÕES DA PCR: RT-PCR E PCR 
EM TEMPO REAL 



Transcrição reversa do RNA (RT) 



RT-PCR: PCR baseada em produtos da RT (cDNA) 







EXEMPLO DE RT-PCR + PCR EM TEMPO REAL: 
COVID 
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• Método Maxam & Gilbert (1977)* 

- Método de degradação química 

 

• Método Sanger (1977) 

- Método enzimático, dideoxi ou de término 
da cadeia 

- Síntese enzimática de uma fita 
complementar de DNA, cujo crescimento 
é interrompido pela adição de um 
dideoxinucleotídeo (ddNTP) 

- Atualmente, uma variação da PCR 

 

*Produtos tóxicos e perigosos à saúde, além da dificuldade de automatização, essencial 
para o sequenciamento de um genoma completo. 

Prêmio Nobel em Química 
(1980) 

TECNOLOGIAS PARA O 
SEQUENCIAMENTO DE DNA 

Tecnologias de primeira geração: 

Frederick Sanger 



Preparação do 
DNA 

Reação de sequenciamento 

Eletroforese capilar 

Análise computacional 

ETAPAS DO SEQUENCIAMENTO DE DNA 



PREPARAÇÃO DO DNA 

PCR 



Preparação do 
DNA 

Reação de sequenciamento 

Eletroforese capilar 

Análise computacional 

ETAPAS DO SEQUENCIAMENTO DE DNA 



REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 



3’OH 

5’ 

3’  OH 

Bases 

Fosfato 

Açúcar 

Ribose 2-deoxyribose 

Ligação fosfodiester 



DESOXIRIBOSE RIBOSE 

DIDESOXIRIBOSE 



CORANTE FLUORESCENTE 

NUCLEOTÍDEOS dNTPs 

NUCLEOTÍDEOS ddNTPs (TERMINADORES) 

FALTA 3’ OH  



REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 



Terminadores Nucleotídeos 

DNA polimerase 



DESNATURAÇÃO DO DNA 

calor 

FITA MOLDE 

FITA COMPLEMENTAR 



FITA MOLDE 

FITA COMPLEMENTAR 

PRIMER 

ANELAMENTO DOS PRIMERS 



FITA MOLDE 

FITA COMPLEMENTAR 

PRIMER 

ANELAMENTO DOS PRIMERS 



PRIMER 

FITA MOLDE 

DNA POLIMERASE 



PRIMER 

PRIMER 

FITA MOLDE 

FITA MOLDE 

DNA POLIMERASE 

PRIMER 

FITA MOLDE 

DNA POLIMERASE 

POLIMERIZAÇÃO 















ddGTP 

ddATP 

ddGTP 

ddATP 

ddTTP 

ddCTP 

PRIMER 

FITA MOLDE 

ddTTP 

TERMINAÇÃO 





ABI 3700 Applied Biosystems 

ELETROFORESE CAPILAR 





Eletroforese capilar 

- 

+ 



LASER 



LASER 

LASER 



Detecção 

 a laser 





Vídeo: sequenciamento Sanger 

• https://app.jove.com/embed/player?id=12020&t=1&fpv=1 

 

https://app.jove.com/embed/player?id=12020&t=1&fpv=1


ANÁLISE COMPUTACIONAL 



FRAGMENTOS DE DNA SEQUENCIADOS 

FRAGMENTOS COMPLETOS 



HOJE EXISTEM OUTRAS TECNOLOGIAS DE 
SEQUENCIAMENTO (NGS OU HTS) 



Tecnologia de primeira geração 

Tecnologias de segunda geração 



O SEQUENCIAMENTO DE PROTEÍNAS É BEM MAIS COMPLEXO!!!! 



ANIMAÇÕES 
http://www.dnalc.org/resources/animations/cycseq.html 

 

http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/sangerseq.html 

 

https://www.youtube.com/watch?v=iTBTHmhNNbE 

 

https://www.youtube.com/watch?v=3I9wzwj0b_A 

 

https://www.youtube.com/watch?v=vK-HlMaitnE 

 

https://www.youtube.com/watch?v=GUb1TZvMWsw 

 

 

http://www.dnalc.org/resources/animations/cycseq.html
http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/sangerseq.html
https://www.youtube.com/watch?v=iTBTHmhNNbE
https://www.youtube.com/watch?v=3I9wzwj0b_A
https://www.youtube.com/watch?v=vK-HlMaitnE
https://www.youtube.com/watch?v=vK-HlMaitnE
https://www.youtube.com/watch?v=vK-HlMaitnE
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ESTUDO DIRIGIDO 

1. PCR; 

2. Aplicação da técnica de PCR; 

3. Sequenciamento por Sanger; 

4. Novas técnicas de sequenciamento. 

 

Leitura 
 

Capitulo 2 – Princípios da PCR convencional e 

Capítulo 3 - Aplicações gerais da PCR convencional  (páginas 31 a 53). 

Pereira, T.C. Introdução às técnicas de PCR convencional, em tempo real 

e digital.  Sociedade Brasileira de Genética, 2018. 

 

Capítulo 10 – Fundamentos de Biologia Celular 

LER o texto “Sequenciamento de nova geração” 

 

 




