
Mariana Fronza 

Maurício Tamborindeguy 

Prof. Fabiana Seixas 



 Introdução ao PCR 
PCR RAPD 
PCR Multiplex 
Alu PCR 
Referências 

 



Reação em cadeia da polimerase 

 

Técnica pela qual moléculas de DNA são 

amplificadas milhares ou milhões de 

vezes rapidamente. 

 

 In vitro 

 



Sequência alvo 

DNA polimerase termoestável (Taq) 

Primers (oligonucleotídeos) 

dNTP’s  

Tampão de reação 

MgCl2 

H2O 



Desnaturação (95ºc) 

Anelamento (45-65ºc) 

Polimerização (72ºc) 

 

Termociclador é o equipamento que 

possibilita o resfriamento e o 

aquecimento rápido das amostras. 

 

Eletroforese  em gel de agarose. 





Testes de identificação genética 

 

Medicina Forense 

 

Diagnósticos de doenças infecciosas 

 

Controle de qualidade industrial 

 

Entre outras... 





A técnica de RAPD é basicamente uma 
variação do protocolo de PCR, onde o 
primer se hibridiza com baixa 
especificidade em muitos sítios do DNA 
através do pareamento com baixa 
estringência do mesmo. 
 

RAPD= randomly amplified polymorphic 
DNA - DNA polimórfico amplificado 
aleatoriamente. 
 



 

Apenas um primer 

 

A seqüência é construída 

aleatoriamente 

 

Temperatura de hibridização é 

inferior a 45 graus 



5 µL  de DNA molde (25 ng) – estoque 3 
ng/µL  
 

2,5 µL  de tampão da enzima 10x 
 

2,5 µL  de dNTPs estoque de 1 mM 
 

0,1 µL de estoque de primer de 50 µM 
 

1 unidade de Taq polimerase 
 

dH2O até 25 µL 
 



Desnaturação a 94ºC - 60 segundos 

 

Anelamento a 36ºC - 60 segundos 

 

Extensão a 72ºC - 120 segundos 

 

45 ciclos com a mudança de temperatura 

mais rápida possível 



RAPD não necessita de trabalhos 

preliminares 

 

Apresenta um custo mais baixo e uma 

relativa facilidade metodológica, quando 

comparada com outras técnicas 

 



Necessita de apenas uma pequena 

quantidade de DNA para a análise 

genotípica 

 

Pode ser diretamente visualizado na 

forma de uma banda no gel de 

eletroforese. 

 



Um alto nível de padronização e controle 

interno no laboratório é necessário 

 

E difícil a reprodutibilidade pelo numero 

de oscilações na temperatura 

 



 

Obtenção de fingerprints genômicos de 

indivíduos, variedades e populações 

 

  Análise da estrutura e diversidade 

genética em populações naturais, 

populações de melhoramento e bancos 

de germoplasma 

 

 



  Estabelecimento de relacionamentos 

filogenéticos entre diferentes espécies 

 

Construção de mapas genéticos de alta 

cobertura genômica e a localização de 

genes de interesse econômico 









Aplicação do RAPD para diferenciação 
molecular de E. coli no Irã 

 
58 isolados: 

4 isolados padrão 
3 isolados de alimentos 
33 isolados de aves 
8 isolados de bezerros diarréicos 
10 isolados de carneiros diarréicos 

 
 



Meio LB, incubadas a 37ºC 

Extração de DNA 

RAPD 

Eletroforese 

 

F= xy 2nxy / nx + ny 

 

Agrupados em 33 tipos RAPD; isolados 

de aves em 29 genótipos diferentes 





Reação de amplificação desenhada para 

detectar múltiplas sequências alvo numa 

mesma amostra. 

 

São utilizados vários primers. 





SINGLE TEMPLATE PCR 

REACTION 

MULTIPLE TEMPLATE PCR 

REACTION 

Uma amostra de DNA 

com vários primers 

Mais de uma amostra 

de DNA com mais de 

um conjunto de 

primers em um 

mesmo tubo. 

 

 Pode ocorrer 

hibridização nesse 

tipo de reação. 



Existem kits comercias de PCR Multiplex, e 
esses kits tem mais vantagens do que os 
feitos in house. 
 

O protocolo utilizado é o Standart Multiplex 
PCR Protocol, um kit comercial da QIAGEN. 
 

Reagentes do kit: QIAGEN Multiplex PCR 
Master Mix, água isenta de RNase, primers e 
DNA molde. 
 



Se mistura de acordo com a tabela 

abaixo todos os componentes, exceto o 

DNA molde. 



Se despeja a mistura dos reagentes em 

tubos de PCR. 

 

Adiciona-se o DNA molde. 

 

Os tubos da PCR são colocadas no 

termociclador que é ajustado de acordo 

com a tabela a seguir. 



E o resultado deve ser analisado em Eletroforese. 



Economia de tempo, reagentes e 

trabalho no laboratório. 

 

Não compromete a qualidade do 

experimento. 

 

Diminui risco de contaminação das 

amostras e erro de experimento. 



Controle interno 

 

Avalia a quantidade de um determinado 

modelo de amostra. 



Procedimento demorado 

 

Problemas com a otimização das corridas 

de sequenciamento e amplificação 

 



Análises de deleções, mutações e 
polimorfismos 
 

Detecta deleções ou duplicações em um 
gene 
 

 Investigação de paternidade 
 

 Identificação de patógenos 
 

Medicina Forense 
 

 





Detectar diversos tipos de vírus 

simultaneamente numa amostra.  

 

Tipo A e B da influenza. 

 

24 crianças do Hospital Universitário de 

Shams foram analisadas 



Pneumonia em 8 das 24 crianças 

analisadas. 

 

Sincicial = 4 das 8 

Vírus da gripe A = 3 das 8 

Vírus da gripe B = 1 das 8 

 

Método eficiente para identificar esses 

tipos de vírus. 







Sequências Alu: São sequências curtas de 
DNA (300 nucleotídeos) capazes de gerar 
cópias de si e depois inserí-las no 
genoma em posições aleatórias 
 

Cientistas descobriram que as 
seqüências ALU são fundamentais na 
tarefa de acionar determinados genes 
quando o organismo se encontra em uma 
situação de estresse. 
 



DNA fingerprint é a identificação de 
sequências específicas no DNA humano 
que são altamente variáveis e, portanto, 
são característicos de cada pessoa.  
 

Por meio do DNA fingerprint ocorre 
investigação criminal para identificar 
criminosos a partir de resíduos de DNA 
(pele, sangue, esperma, cabelos, etc) ou 
em testes de paternidade para identificar 
os pais. 
 



PCR que utiliza um primer que hibridiza 

repetições Alu para amplificar 

fragmentos de DNA localizados entre 

duas sequências Alu opostas. 

 

Primers dirigidos as sequências Alu. 



Capaz de verificar genomas inteiros para 

analisar polimorfismos 

 

Vantagem de não ter apenas uma sequência 

de leitura a montante de inserção, mas 

também a sequência da região 5 'da junção 

de inserção propriamente dito, assim 

proporcionando um mecanismo para 

verificar se a primeira sonda de PCR foi 

colocada corretamente durante o 

anelamento do primer Alu especifico 

 



Capacidade limitada para consultar a 

referencia do genoma humano, 

especialmente nas regiões altamente 

repetitivas 

 

Problemas com a otimização das corridas 

de sequenciamento e amplificação 

 



Permite mapeamento genético 

 

Fornece método simples para isolamento 

e amostras de regiões cromossômicas 

específicas 

 

Permite a detecção de polimorfismos 

genéticos e mutações nos genomas 

humanos e primatas 
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Sequências Alu 

 



Formam 45% do genoma humano; 

Transposons são pedaços do DNA capazes de se 
movimentar pelo genoma; 

Retrotransposons transcritos em RNA posteriormente são 
transformados em DNA, pela ação da transcriptase reversa. 



 Sequências de repetição dispersas:curtas, chamadas de SINES (short 
interspersed repeated sequences), ou longas, que são as chamadas 
LINES (long interspersed repeated sequences). 
 

 Genoma dos primatas há 65 milhões de anos. 
 

 Apresentam aproximadamente 300pb. 
 

 Os elementos alu totalizam 3% do genoma humano. 
 

 Não codificam proteínas em humanos. 
 

 Presentes em regiões gênicas e intergênicas 

 
 



O que são? 

Sequências repetidas dispersas 
de retrotranposons,SINES,com 

~300pb 

Recebem esse nome pela 
presença de um sítio de 

restrição para a enzima aluI. 

Como ocorre a inserção 
dessa sequência no genoma? 

Um elemento alu é  transcrito 
em RNAm pela rna 

polimerase 

Convertido em DNA pela 
transcriptase reversa 

E inserido em um local do 
genoma.                 



 Gene egoísta; 

 

 Diversidade genética das 

populações humanas; 

 

 Evolução da ordem dos 

primatas; 

 

  Ancestralidade 

geográfica de uma 

amostra de DNA. 

 Associadas com várias 

doenças hereditárias em 

humanos(0.1-0.3%). 

 

 Câncer. 

 Hemofilia A e B 

 Neurofibromatose  

 

 

 



 Obtém-se a amplificação de 

sequências de nucleotídeos 

desconhecidas compreendido 

entre duas sequências Alu 

repetidas posicionadas em 

direções opostas. 

 

 Sequências de iniciadores do 

tipo Alu. 

 

 

 



 Alu primers 

 

 5 'GGATT ACAGG YRTGA 

GCCA 3' 

 5 'RCCAY TGCAC TCCAG 

CCTG 3' 

 Sendo :Y = C / T e R = A / G 

150 ng de 
DNA     

genômico 

Amplificado  
num  volume 
de 50 ul. 

Verificar a concentração dos produtos amplificados em gel. 

Um bom rendimento da amplificação sobre 200ng/ul. 
 





    Desnaturação 

    5 minutos à 95°c 

    Anelamento 

   1min à 95°C 

   1 min à 65°C 

   1 min à 72°C 

 

   Extensão 

   10 min à 72 ° C 



 Detecção de alterações genéticas 

 

 Detectar a presença das sequências Alu 

 

Desvantagens 

 Pouca especificidade 

 

 



 Investigar a perda,ganho ou 

amplificação  de seqüências 

gênicas no câncer de 

mama(entre elementos alu) 

 10 pacientes com 

câncer de mama 

 Foram identificadas 

alterações tanto em amostras 

de tecidos tumoral quando 

no normal adjacente. 



Mais de um segmento genômico 
é amplificado numa única reação, 
cada um com seu par de primers 
específico. 

Desde a sua primeira 
descrição(1988), tem sido 
aplicado em muitas áreas de 
teste de DNA, incluindo a análise 
de deleções, mutações e 
polimorfismos. 



   A concepção de conjuntos de primers específicos é 

essencial para uma reação multiplex com sucesso.  

 

 

 

 

 

1. Comprimento dos Primers 

É necessário que o iniciador seja concebido com comprimento 
apropriado.Pequeno comprimento(18-22 bases) 

2. Temperatura de fusão 
Primers com temperaturas semelhantes.  

3. Especificidade 
 

4. Evitar a formação de dímeros de primers 



 
 

 Economia de tempo e trabalho; 

 

 Redução do número de reagentes; 

 

 Baixo custo. 
 

Desvantagens: 

 Pouca sensibilidade de detecção; 

 

 

 



 

 Identificação de patógenos; 

 

 Análise de Mutações; 

 

 Análise de deleção do gene; 

 

 Estudos forenses. 

 





 Desenvolveram uma PCR multiplex (mPCR) para diagnóstico diferencial de 

encefalite bovina causada por  herpesvírus suíno 1 (SuHV-1), herpesvírus bovino 

1 (BoHV-1), herpesvírus bovino 5 (BoHV-5) e herpesvírus ovino 2 (OvHV-2).   

 

 Os iniciadores foram  projetados  após alinhamento de sequências disponíveis 

no banco de genomas (GenBank) e a reação foi padronizada levando-se em 

consideração a concentração dos reagentes e  os  tipos diferentes de DNA 

polimerase.  

 

 Utilizaram 65 amostras de  encéfalo  de bovinos com  síndrome neurológica para 

a análise.  

 

 Das 65 amostras analisadas, 10 foram positivas para BoHV-5, uma para BoHV-1 e 

cinco para OvHV-2. 

 

  A mPCR  mostrou-se uma técnica útil para o diagnóstico diferencial de 

enfermidades relacionadas ao sistema nervoso central de bovinos. 



 

 

- Técnica que é uma variação do protocolo 

da PCR convencional; 

                                  Diferenças: 
 

 RAPD não exige conhecimento prévio da sequência que se quer  

amplificar, já a PCR convencional requer conhecimento prévio. 

 

 RAPD utiliza um primer curto de sequência aleatória (até 10 pares de 

base), a PCR convencional utiliza um par de primers específicos (20 a 30 

pares de bases). 

 

Temperatura de anelamento (RAPD 36ºC E PCR 50 - 54ºC). 

 



- Amplificação de DNA polimórfico ao acaso; 

- Sequência alvo desconhecida. 



 

  Inserções; 

 

  Deleções; 

 

 Substituição de nucleotídeos. 

 



 

 DNA molde; 

 Oligonucleotídeos; 

 dNTP’s; 

 DNA polimerase; 

 MgCl2; 

 Tampão; 

 Água; 

 Termociclador.  



1) Extração de DNA; 

2) Quantificação de DNA extraído; 

3) Padronização da concentração de DNA para PCR; 

4) Reação de PCR; 

5) Eletroforese; 

6) Coloração e visualização das bandas. 

 

 



 

 Desnaturação do DNA – 60 segundos à 94°C 

 

 Anelamento – 60 segundos à 36°C 

 

 Extensão (DNA polimerase) – 120 segundos à 72°C 

 

 

 



- Sequências de DNA complementares ao 
primer  estejam suficientemente próximas; 

- Encontro dos primers em direção     
oposta; 

        Amplificação 







 Grande quantidade de DNA produzido -> banda no gel de eletroforese.  

 

  Eletroforese -> gel de agarose -> brometo de etídio sob luz ultra violeta. 

 

 Géis de poliacrilamida -> nitrato de prata.  

 

 Cada primer aleatório -> síntese de vários segmentos de DNA 

simultaneamente em diversos pontos do genoma -> várias bandas no gel. 



 Simplicidade e rapidez; 

 

 Não exige conhecimento prévio da sequência a ser 

amplificada; 

 

 Baixo custo. 

Desvantagens: 
 

 Reprodutibilidade; 

 

 Baixo conteúdo de informação genética por loco por ser 

dominante.  



 Estudos de espécies desconhecidas geneticamente; 

 

 Estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre 

   diferentes espécies; 

 

 Construção de mapas genéticos de alta cobertura genômica. 





 
 Foi feita uma extração de DNA 

(polpa e casca) usando o kit DNeasy 
(Qiagen) e o método CTAB,  e em 
seguida foi realizada a genotipagem 
usando a técnica PCR-RAPD; 
 

 A genotipagem (PCR-RAPD) foi 
conduzida usando os primers 

   OPW1 e OPW2. Os resultados obtidos 
mostraram que o DNA da polpa 
isolado com o método CTAB, usado 
na reação com OPW2, foi o que 
apresentou o perfil mais definido, 
com possibilidade de ser usado em 
análises posteriores de similaridade 
genética/filogenia. 
 

 Os resultados mostraram que a 
técnica PCR-RAPD é aplicável para a 
análise da similaridade/diversidade 
genética de variedades comerciais 
de romã. 

  



 http://www.lfdgv.ufsc.br/MARCADORES%20MOLECULARES-pratica.pdf 

 

 http://www.slideshare.net/AdrianaDantas2/marcadores-moleculares-em-

plantas 

 

 http://www.alice.cnptia.embrapa.br/handle/doc/935878 

 

 http://www.unorp.br/asp/..%5Crevista%5CsaudeI%5C7.pdf 

 

 http://www.scielo.br/pdf/gmb/v32n1/2008-042.pdf 

 

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7584997 

 

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7583/ 

 

 http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0531556501001127 
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