
Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP)  

e 

Amplified Fragment Length 

Polymorphism (AFLP) 

 

Fernanda Kegles 

Jéssica Waldman 

Nathalia Stark Pedra 



Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) 

• Ampliação de sequências de DNA; 

• A PCR perimite: 

 
1 

• Replicação in vitro do DNA de forma 
extremamente rápida; 

2 
• Detecção rápida e fiável dos 

marcadores genéticos 

3 
• Clonagem de genes de DNA, 

genotipagem e análise epidemiológica 



Ciclo da PCR 

Extensão 
com 

Polimerase                   

72 graus 

Anelamento 

55 graus                                       

Desnaturação 

94 graus 



 



     RFLP 



RFLP 

• Sequência de DNA que possui um sítio de 
restrição em cada extremidade com um 
alvo; 

• Sequência alvo liga-se a uma sonda a fim 
de detectar-se um marcador; 

• Fragmentos de DNA separados por 
tamanho; 

• Transferência dos fragmentos (Southern 
Blot) 

 



‘ 

Detecção de fragmentos específicos de DNA por Southern 

blotting 



Enzimas de restrição 

• Endonucleases capazes de cortar a dupla 

hélice de DNA em locais específicos; 

 

 

• As enzimas são isoladas dos 

microorganismos que usam as tesouras 

moleculares para se defender contra 

invasão de DNA exógeno;  



Palindrômicas 
• Sequências habitualmente 

reconhecidas; 

• Sucessão de nucleotídeos indênticos 
no filamento com sentido 5’ 3’ e no 
filamento anti-sentido; 



Técnica 

 
• Análise de uma  parte 

do DNA            
(Terapia gênica) 

 

DNA 
Plasmídico 

• Análise de todo o DNA 

• Difícil de ser analisado 
por eletroforese 

DNA 
Cromossômico 



• artigo 



 



Subdivisões das sondas 

SLP 

• Detecção de 
um único 
segmento de 
DNA repetitivo; 

MLP 

(Finger print) 

• Detecção de 
vários 
segmentos de 
DNA repetitivo; 



Single-locus probe 

(Análise forense- estupro) 

 



Multi-locus probe 

(Análise forense- assassinato) 

 



 



 



Aplicações 

• Teste de paternidade; 

• Mapeamento de genoma; 

• Genotipagem; 

• Análise de polimorfismo; 

• Diagnóstico de doenças hereditárias; 

• Ciência forense; 

 

 



• Reprodutível; 

• Marcadores co-dominantes (heterozigoto e 
homozigoto) 

• Simples; 

Vantagens: 

• Caro; 

• Lento; 

• Trabalhoso; 

• Uso de sondas radioativas; 

Desvantagens: 



• artigo 
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AFLP 

 

Amplificação via 
PCR de 

fragmentos 
gerados a partir 
da digestão do 

DNA com 
combinações de 

enzimas de 
restrição de corte 
raro e frequente; 

 

Ligação dos 
adaptadores 

(ligases); 

Pré 
amplificação 

Amplificação 
final 

(eletroforese); 

Análise em gel 
de 

poliacrilamida; 

• RFLP+PCR+PRIMERS ARBITRÁRIOS; 

• Técnica utilizada para detecção de polimorfismos; 

• Etapas: 

 



Enzimas de restrição- 

Corte Raro e Frequente 

Enzimas de restrição- Corte Raro 

• Cliva de 6 a 8 pares de bases; 

• Fragmentos grandes; 

Enzimas de restrição- Corte Frequente 

• Cliva até 4 pares de bases; 

• Fragmentos pequenos; 
________________________________________ 



 



 



• artigo 



Adaptadores 

• Adaptadores com terminais 

complementares as extremidades 

resultantes da clivagem pela enzima de 

restrição; 



Seleção de fragmentos a serem 

amplificados 

Pré Amplificação 



• Amplificação 



Análise em gel de Poliacrilamida 

• Fragmentos selecionados podem ser 

separados e verificados em gel de 

poliacrilamida com marcação radioativa ou 

em um sequenciador automático de DNA, 

através de marcação por fluorescência; 



Gel de AFLP em poliacrilamida 

corado com nitrato de prata, 

 mostrando o perfil de uma população 

de maracujá amarelo gerado  

pelas enzimas PstI e Mse1 



• Sensível, rápido e simples; 

• Não é necessário o conhecimento prévio da 
informação de sequências-alvo; 

• Grande poder de detecção de variabilidade 
genética; 

 

Vantagens: 

• Marcador dominante; 

• O DNA deve ser altamente puro; 

• Baixo conteúdo de informação genética por 
locu; 

 

Desvantagens: 



Aplicações 

• Genética forense; 

• Diagnóstico de doenças hereditárias; 

• Construção de mapas genéticos; 

• Teste de paternidade; 

 



Diferenças entre RFLP e AFLP 

RFLP 

• Gel de agarose; 

• Co-dominante; 

• Elevado grau de 
caracterização do 
genoma alvo; 

AFLP 

• Gel de 
poliacrilamida; 

• Dominante; 

• Não é necessário 
alto grau de 
caracterização  
do genoma alvo; 



http://www.youtube.com/watch?v=uCCbSNIgkrE 



• artigo 



• artigo 
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O que é PCR? 

• É uma técnica de Biologia Molecular usada 
para amplificar pequenas cópias de DNA. 

 

Amplificação Exponencial 



Onde é utilizado? 

• Medicina Forense 

• Detecção de mutações 

• Identificação de patógenos 

• Paleontologia (Sequenciamento gênico de 
animais pré-históricos) 



Polimorfismos 

• São diferenças na sequência  de bases do 
DNA. 

• São responsáveis pela variedade genética e 
consequentemente a manutenção das 
espécies. 

• Os seres humanos diferem apenas de 0,1% a 
0,5% em seu DNA. 

• Podem ser responsáveis pela suscetibilidade a 
doenças complexas, infecções e etc. 



AFLP PCR – Amplified Fragment Lenght 
Polymorphism 

 

 

Técnica utilizada para produzir marcadores 
moleculares, através  da amplificação (PCR) 
seletiva de fragmentos de restrição de 
diferentes comprimentos obtidos a partir da 
digestão (enzimas de restrição pré-definidas) 
de DNA genômico. Detecta polimorfismos. 



Como surgiu? 

 

Foi criada em 1990 por uma 
empresa  holandesa, a 
KeyGene. 

É um processo que se tornou 
popular e atualmente é um 
dos mais utilizados em todo o 
mundo. 



Como é feita? 

• 1- O DNA é cortado com duas enzimas 
distintas; 

Sítio Raro (seis bases): EcoR1 

Sítio Frequente (quatro bases): Mse1, Pst1 

• 2- São utilizados adaptadores específicos para 
cada sítio de restrição e são, então, ligados às 
extremidades dos fragmentos de DNA; 

 

 





Atuação das enzimas 



Importância de DNA de alta pureza 

Um DNA de alto nível de pureza é necessário 
para garantir  a digestão completa pelas enzimas  
de restrição em todas as amostras, a digestão 
parcial ou a má qualidade do DNA pode 
facilmente levar a falsas interpretações de 
polimorfismos. 

 

• Enzimas de corte raro: EcoRI, AseI, HindIII, ApaI e PstI 

• Enzimas de corte frequente: MseI e TaqI 

 

 



Como é feita? 

• 3- Os fragmentos de DNA são amplificados 
(PCR); 

-Pré-amplificação: utilização de primers específicos para cada 
adaptador  

-Amplificação seletiva: utilização de primers específicos mais sítio 
de restrição  

• 4- Análise do gel em agarose ou 
poliacrilamida, através de Eletroforese; 

• 5- Perfis moleculares são revelados. 

 

  



Amplificações 

Pré-amplificação 



Amplificações 

Amplificação Seletiva 



Vantagens  

• Realiza amplificação de muitos marcadores ao 
mesmo tempo (50-100 fragmentos); 

• Grande variedade de enzimas de restrição; 

• Possibilidade de erro mínima- menos de 2% 
de erro; 

• Não necessita de grande quantidade de DNA; 

• Grande poder de detecção de variabilidade 
genética (polimorfismos e sítios de restrição). 



Desvantagens 

• Marcadores dominantes;  

• Exige maior número de análises, 
equipamentos e reagentes; 

• DNA tem que ser extremamente puro, o que 
demanda um protocolo de extração mais 
elaborado. 

 

 

 



Utilização: 

• Genética forense 

• Teste de paternidade 

• Diagnóstico de doenças hereditárias 

• Construção de mapas genéticos (filogenia) 

• Análises diversas da genética 



“O presente estudo tem por objetivo desenvolver a PCR-ribotipagem como método 
alternativo para caracterização deste agente comparando os resultados obtidos nesta 
técnica com o AFLP e a PFGE.” 



RFLP (polimorfismo no comprimento 
de fragmentos de 

restrição) 

A análise do polimorfismo dos 
fragmentos de restrição do DNA 
genômico (RFLP’s) explora as 
diferenças que existem ao nível 
das sequências de DNA. 



Introdução 

• Foram estudados pela primeira vez por 
Grodzicker (1974) em um experimento 
destinado à detecção de mutações em DNA 
dos vírus. 

• Botstein (1980), propôs a utilização de 
fragmentos de DNA como marcadores 
genéticos para monitoramento de segregação 
cromossômica. 

• Os marcadores RFLP são uma das classes de 
marcadores mais utilizadas em biologia 
molecular. 



Fundamentos 

• Obtêm-se dois indivíduos distintos que têm o 
DNA extraído e submetido a clivagem por 
enzima de restrição; 

• Após a extração, o DNA dos indivíduos é 
tratado com enzima de restrição, que o corta 
em um grande número de pontos (sítios de 
restrição), gerando uma enorme quantidade 
de fragmentos; 

• As diferenças na sequência de DNA dos 
indivíduos resulta na clivagem de fragmentos 
de tamanhos distintos, que são separados 
através de eletroforese em gel de agarose. 



Fundamentos 

• O polimorfismo observado na técnica de RFLP 
ocorre porque o DNA de indivíduos 
geneticamente distintos diferem na sequência 
de nucleotídeos ao longo da fita. 

• Eles surgem quando mutações alteram 
sítios reconhecidos por enzimas de restrição 
específicas. 

• Essas alterações levam a variações no 
tamanho dos fragmentos de restrição 
produzidos por regiões idênticas do genoma 
em diferentes indivíduos. 



Detecção 

• As diferenças no tamanho dos fragmentos 
podem ser visualizadas por eletroforese ou 
por southern blotting com uma sonda 
específica para a região do DNA que 
sabidamente contenha um RFLP. 

• São utilizadas sondas de DNA que, após a 
digestão, a eletroforese e a transferência do 
DNA para o filtro de nitrocelulose, são 
hibridizadas e analisadas 



Southern blot 

• É um método da biologia molecular que serve 
para verificar se uma determinada sequência 
de DNA está ou não presente em uma 
amostra de DNA analisada. Isso é feito por 
meio do realce do resultado da 
eletroforese em gel de agarose utilizando-se 
de marcadores radioativos 





Aplicações 

• É utilizado em testes genéticos, como testes 
de paternidade, detecção de doenças 
genéticas, genotipagem e ciência forense. 

• Pode ser combinada com a PCR  para 
obtenção de resultados mais confiáveis ou 
para análise de amostras mais escassas. 

 



Vantagens dos RFLP’s 

• O número de marcadores RFLP é praticamente 
ilimitado; 

• São Reprodutíveis; 

• São Simples. 

 



Desvantagens dos RFLP’s 

• Baixa eficiência em análises com grande 
número de indivíduos; 

• Inexistência de uma biblioteca de sondas 

• Alto custo de execução; 
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