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Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

@ Desenvolvida por Kary Mullis em 1983

@ Revolucionou a biologia molecular

@ Um método /n vitro rapido, sensivel e versatil para
amplificacdo seletiva de seqiiencias definidas de DNA
(ou RNA) a partir de um amostras complexas de dacidos

nucleicos

@ Gera quantidade de DNA suficiente para manipulagdo
e andlises subsequentes



Aplicagoes da PCR

@ Clonagem de genes ou segmentos de genes da mesma
espécie (paralogos) ou de espécies distintas (ortélogos)

@ Mutagénese dirigida para estudos de fungdo de
proteinas ou sequéncias regulatorias

@ Diagnostico de doengas genéticas e infecciosas
@ Identificagdo de individuos (teste de paternidade)

@ Detecgdo de contaminagdo por bactérias, virus ou
fungos

@ Quantificar diferengas na expressdo de genes (RT-
PCR)



Como funciona a PCR:

@ Requer a ligagdo de pequenas sequéncias de DNA

(oligonucleotideos, primers) a sequéncias
complementares que flanqueiam a regido alvo a ser

amplificada

@ Requer a a¢do da enzima DNA polimerase para
sintetizar novas copias idénticas a regido alvo a ser
amplificada




Desnaturacao
93°C - 95°C
Anelamento
37°C - 65°C
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25-35 ciclos

Desnaturacao Extensao
93°C - 95°C 72°C




Cada ciclo da PCR tem trés etapas:

1. Desnaturacdo 93°C - 95°C 30 secs - 1min

2. Anelamento 37°C - 65°C 30 secs - 1min
depende da Tm do primer

3. Extensdo/Polimerizacdo 72°C 1min
(+ 30secs per 500bp DNA)




Para PCR:
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Desnaturacio do molde Anelamento dos primers
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Termocilador Eletroforese em gel de agarose

3-4 horas
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Produto final Visualizagao com luz UV



@ A técnica de PCR é muito sensivel.

@C ontaminagdo € um problema frequente
@ Fazer sempre controles positivo e
hegativo

@ Otimizar a reacdo
para cada par de
primers



A enzima Taq polimerase deixa A na extremidade do produto de
PCR: Estratégia para clonagem do produto de PCR
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