
QBQ 136   Biologia Molecular

                             PCR

         (Polymerase Chain Reaction)

   (Reação em Cadeia da Polimerase)



1 molécula DNA       109 moléculas
30 ciclos

de PCR

- 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 puras ou complexas contendo ácidos nucleicos (DNA ou RNA)

- A técnica explora as características da replicação do DNA.

HISTÓRICO
‘The PCR method – a 

copying machine for 

DNA molecules ‘

Técnica revolucionou 

a Biologia Molecular!! 



Reagentes para a PCR são pipetados em 

microtubo
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Primers para PCR:

• 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 1 e primer 2

primers = oligonucleotídeos = iniciadores



Qual a sequência dos primers (oligonucleotídeos) para amplificar o 

trecho indicado em azul da sequência de DNA abaixo?



Um ciclo de PCR e suas etapas

DENATURAÇÃO 

      (950C)

HIBRIDIZAÇÃO 

DOS PRIMERS 

(~550C)

EXTENSÃO 

   (720C)





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.



Termociclador



Amplificação do alvo



Visualização do produto amplificado

M=padrão de 

peso molecular

Eletroforese em gel de agarose



PCR quantitativa (qPCR) 

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)



Se o ácido nucleico da amostra for RNA? 

RT‐qPCR: qPCR precedido de transcrição reversa





  Aplicações da PCR

Identificação de doenças (testes genéticos)

Identificação de patógenos

Teste pré-natal

Investigação forense

Teste de paternidade

Genotipagem de linhagens de animais

Pesquisa básica e aplicada



Análise de sequência microsatélite hipervariável ou VNTR (número variável 

de repetições in tandem)

Aplicação da PCR na investigação forense



Aplicação da PCR em teste de paternidade 







    Sequenciamento de DNA
         

Métodos de sequenciamento de DNA

 • Método de Maxam e Gilbert: degradação 

química seletiva e sequencial de 

nucleotídeos

• Método de Sanger: terminação controlada 

da síntese de DNA com 

didesoxirribonucleotídeos (ddNTP)

•Metodologias de sequenciamento de alto de

sempenho  (Next Generation Sequencing, 

NGS ou High‐Throughput Sequencing, HTS )



• Método foi desenvolvido em 1977.

• O método utiliza DNA polimerase, primer, ddNTPs e dNTPs. 

Método de Sanger 



Método de Sanger 

(ddNTPs)

(ou de terminação de cadeia com didesoxirribonucleosídeos trifosfato)



Após a incorporação do ddNTP ocorre a inibição da 

síntese da cadeia.





Frederick Sanger



Sequenciamento automático de Sanger





Sequenciamento de Genomas



Variações na sequência genômica entre indivíduos

(Polimorfismos de um Único Nucleotídeo)

• Variação na sequência de DNA onde apenas um nucleotídeo difere;
• Para ser considerado SNP deve estar presente em pelo menos 1% da população



Variações na sequência genômica entre indivíduos

Visualização de um 
CNV frequente em 
humanos



•http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016

Expansão no número de cópias do gene da amilase em cães

Enquanto lobos apresentam em média 2 cópias 
do gene para amilase, cães apresentam números maiores

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016


Next generation sequencing (sequenciamento de nova geração)

• Sequenciamento automático de Sanger (1ª geração).
• Tecnologias desenvolvidas após esta são conhecidas como 
sequenciamento de nova geração.
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