
CCM121      Biologia Molecular

Técnicas de Biologia Molecular

Extração de DNA genômico
PCR
Enzimas de restrição
Plasmídeos
RFLP



Extração com fenol-clorofórmio

Extração com colunas de sílica

Purificação de DNA genômico



- Técnica foi criada 
por Karry Mullis (1988).

- Prêmio Nobel em 
Química em 1993.

- Método para 
amplificação seletiva de 
sequências de DNA a 
partir de amostras 
contendo ácidos 
nucleicos (DNA ou RNA).

- A técnica explora as 
características da 
replicação do DNA.

PCR (Polymerase Chain Reaction)
   (Reação em Cadeia da Polimerase)



Um ciclo de PCR e suas etapas

DENATURAÇÃO 
      (950C)

HIBRIDIZAÇÃO 
DOS PRIMERS 
(~550C)

EXTENSÃO 
   (720C)



PCR ocorre em ciclos



Qual a sequência dos primers (oligonucleotídeos) para amplificar o 
trecho indicado em azul da sequência de DNA abaixo?

*Na verdade em geral primers tem entre 18 e 24 nts de tamanho



Primers para PCR:

(primers = oligonucleotídeos = iniciadores)

• Um para cada fita do DNA
• Sequências específicas e conhecidas
• 18‐24 bases complementares ao alvo
• Não devem formar estruturas secundárias
• Tm semelhante entre  o primer F e primer R
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Primer F= primer forward
Primer R= primer reverse
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Hotsprings at Yellowsone National Park

DNA polimerase termicamente estável da bactéria Thermus aquaticus
isolada de fontes termais do Parque Yellowstone (EUA) pelo microbiologista
Thomas Brock em 1966.

Taq DNA polimerase 

Temperatura ótima da Taq DNA polimerase: 720C.
Taq DNA polimerase é estável na temperatura em que ocorre a denaturação (~950C)
Não tem atividade revisora: 1‐2 erros a cada 104 bases
Atualmente, enzimas mais eficientes e com alta fidelidade estão disponíveis

A DNA‐polimerase utilizada na PCR deve
resistir a variação de temperatura durante
os ciclos para evitar que tenhamos que
adicionar mais enzima a cada ciclo.



Reagentes para a PCR são pipetados em 
microtubo



Termociclador



https://dnalc.cshl.edu/resources/3d/
19-polymerase-chain-reaction.html

https://dnalc.cshl.edu/resources/ani
mations/pcr.html



Amplificação do alvo



Eletroforese em gel 
de agarose

M=padrão de 
peso molecular

Brometo de etídeo



SYBR Green I é um 
intercalantede DNA, 
e só fluoresce em dupla fita.

Detecção dos produtos de PCR (amplicons) em tempo real
com um corante fluorescente (ex:Sybr Green)

PCR em tempo real (Real time PCR)
PCR quantitativa (qPCR)

















Extremidades 
coesivas podem ser 
ligadas por 
complementaridade



Polimorfismo dos fragmentos de restrição - RFLP
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