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1. Long-PCR 

1.1. Apresentação da técnica de Long-PCR 
 
 Amplificação de fragmentos longos de DNA (5-25kb) 
 
 Amplificação de: 
 Plasmídeos 
 Cromossomas bacterianos 
 Fragmentos maiores de DNA de eucariotos 
 Regiões de DNA ricas em GC 
 

 Eficiência do método depende do uso de duas polimerases:  
  (1) non-proof reading polimerase (↑ cc) 
  (2) proof reading polimerase (↓ cc/atividade exonucleotídica 3’-5’) 
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1. Long-PCR 

Long-PCR Protocol - Long PCR Reagents and Guidelines (Modified 
from Cheng et. al., 1994. 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Uma Redução da Tm a 68°C deve ser feita para se evitar a perda da 
enzima durante as prolongadas extensões. 
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1. Long-PCR 

1.2. Discussão dos artigos 
 
 →  Objetivos do trabalho: 
 
[...] explorar uma variedade de DNA polimerases termoestáveis sob 
diferentes condições de reações que pode permitir (1) a amplificação 
de produtos de PCR mais longos (5-25 kb) com elevado 
especificidade e fidelidade, e (2) a amplificação por PCR a partir de 
regiões que são atualmente difícil de amplificar (devido a estrutura 
secundária complexa e/ou elevado conteúdo de G + C). 
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1.2. Discussão dos artigos 

 

 →  Metodologia: 

 

 Moldes de DNA 
   → Clones de fagos Lambda 138 portadores do gene lacZ de E. coli 

com uma pequena quantidade de DNA circundante da bactéria. 

  → 01 Transposon TN5supF aleatoriamente inserido.  

 Primers 
   → PCR realizada com primers complementares a sequências 

únicas perto de cada extremidade do transposon e com primers 
específicos para as duas extremidades do vetor. 
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1. Long-PCR 

1.2. Discussão dos artigos 

 

 →  Metodologia: 

 

 Componentes da reação de amplificação 

 

   →Testar a atividade e estabilidade de diferentes DNA 
polimerases:  

 

 

 

 



1. Long-PCR 

1.2. Discussão dos artigos 
 

 →  Metodologia: 
 
 Componentes da reação de amplificação 

 

  → Testar diferentes cc de reagentes, eficiência de aditivos 
(gelatina e Tween 20) e diferentes condições do ciclo 

 

 Hot Start 
 

  → Ampli-Wax PCR Gems 

  → Diminuir a amplificação inespecífica do DNA    
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1.2. Discussão dos artigos 

 

 →  Metodologia: 

 

 Condições do ciclo de amplificação 

   →Os melhores resultados foram obtidos quando as amostras 

foram submetidas a um período inicial de 10 ciclos cada um consistindo 
em: 95°C durante 10 seg, 58°C durante 30 segundos, e 72°C durante 3 
min mais um incremento automático de 30 seg em cada ciclo.  

 

 Eletroforese em gel e mapeamento dos Transposons 
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1.2. Discussão dos artigos 

 

 →  Principais resultados: 

 
1. Tthr DNA polimerase - produtos de PCR >3,5kb 

2. gelatina a 0,01%, - efeito significativo para a amplificação de 
produtos de 9,0kb;  

3. Hot start reduziu a formação de produtos não-específicos  

4. Transposons 
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2.1. Apresentação da Técnica 

 

→ Quantitative competitive PCR 

 

 Foi primeiramente descrita em 1990 por Gilliland e 
colaboradores. 

 Quantificação precisa da amostra é difícil de ser obtida por 
PCR normal (qualitativa) 

   → quantidade de produto amplificado não reflete 
necessariamente a quantidade de DNA inicial presente na reação. 

 Este fato é devido a fase de Platô da PCR 
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2. QC-PCR 

→ Este efeito é causado por: 

 

 A desativação da Taq DNA-polimerase 

 A escassez de substratos de nucleotídeos 

 Escassez de primer* 

 A inibição pelo pirofosfato 

 (Re)anelamento do DNA amplificado 

 

→ Neste sentido a competitive-PCR foi desenvolvida para 
superar as dificuldade de quantificação. 



2. QC-PCR 

→ Princípios: 
 
 Adição de quantidades conhecidas de um competidor 

 

   → Fragmento de DNA que deve conter sequencias para os 
mesmos iniciadores da sequencia-alvo. Competindo ambos pelo mesmo 
conjunto de iniciadores. 

 

 Uma vez que a quantidade inicial do competidor é conhecido, a 
quantidade de DNA alvo pode então ser estimada de acordo com 
a razão T:C: 
 

  → T: quantidade de produto amplificado a partir d0 DNA/RNA alvo 
  → C: quantidade de produto amplificado a partir de concorrente 

 



2. QC-PCR 

→ Um competidor ideal para um PCR quantitativo deve ser: 

 

 Amplificado pelos mesmos iniciadores como o DNA alvo 

 Distinguíveis do DNA alvo (tamanho diferente, o padrão dos 
fragmentos de restrição diferente, etc) 

 Purificado e obtido numa quantidade ou concentração conhecida 

 

 

 



2. QC-PCR 

→  Diferentes tipos de competidores: 

 

 Competidor Homólogo - mesma sequência de nucleotídeos 
da sequencia alvo, mas contém uma deleção ou inserção, ou 
tem um sítio de restrição diferente, introduzida por 
mutagênese específica (possível formação de 
heteroduplex); 

 Competidor Heterólogo - sequências de nucleotídeos 
diferentes do DNA/RNA alvo, exceto para as sequências de 
anelamento dos primers. 
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2.2. Discussão do Artigo 

 

 

 

 



2. QC-PCR 

→ Apresentação do trabalho: 

 

 Várias abordagens analíticas têm sido feitos para identificar espécies de 
animais em produtos de carnes frescos ou processados, a fim de 
proteger os consumidores de fraudes e adulterações. 

 “No entanto, até à data nenhum sistema QC-PCR foi relatado para a 
detecção de espécies de animais, em produtos alimentares.” 

 

→ Objetivo: 

 

 Desenvolvimento e avaliação de uma Reação em Cadeia da Polimerase 
Quantitativa e Competitiva (QC-PCR) para detecção e quantificação de 
DNA suíno utilizando um novo sistema de PCR suíno-específica 
baseado no GH de Sus scrofa.  

 



2. QC-PCR 

→ Metodologia: 

 

 Extração de DNA de diferentes amostras de alimentos a 
base de carne bovina e suína; 

 PCR 

 Construção do Competidor de DNA suíno 

 

 

 

 

 

 

 



2. QC-PCR 

→ Metodologia: 

 

 

 

 

 

 

 

 
   Clonagem vetor pGEM-T 
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→ Metodologia: 

 

 

 

 

 

 

 



2. QC-PCR 

→ Metodologia: 

 

 RFLP 

   → 20 µl mistura de PCR foram digeridos com RE AluI a 37°C 

durante 1 h. Os fragmentos de restrição foram separados num gel de 
agarose a 2,5%. 

 

 

 

 

 



2. QC-PCR 

→ Principais resultados: 
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→ Principais resultados: 
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→ Thermal Asymmetric Interlaced PCR 
 

• Criado por Liu e Whittier em 1995; 
 

• Técnica utilizada para recuperar fragmentos adjacentes de 
sequências conhecidas do DNA e para detectar sequências 
flanqueadoras do DNA; 
 

• Utiliza um conjunto de nested primers junto com um arbitrary 
degenarated (AD) primer menor; 
 

• As eficiências de amplificação de produtos específicos e 
nãoespecíficos podem ser termicamente controlados. 



3. Tail-PCR 

 

 

→Vantagens: 

 

 Alta especificidade 

 A proporção de produtos coamplificados não específicos é muito baixa 

 Alta Eficiência 

 Alto rendimento de produtos específicos com qualquer AD primer  

 Simplicidade 

 Análise em gel de agarose simples pode confirmar a especificidade do 
produto 

 

 



3. Tail-PCR 

 

 

→Vantagens: 

 

 Velocidade: 

 → As reações de amplificação sucessivas podem ser concluídas em 1 dia 

 

 Alta sensitividade: 

 → Sequência de cópia única do genoma pode ser amplificado 
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 → Detalhes e Passos: 

 

 Modelos de primers 

 

 Temperaturas de anelamento 

 

 Ordem dos ciclos 
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→ Modelos de primers: 
 
 Primers Específicos (SP): 

 
   → Sequência específica de nested primer complementar a 

sequência vetor 
 

   → Alta temperatura de fusão, Tm=58-63°C 
 

 Arbitrary degenerate (AD) primer: 
 

   → Relativamente menor 
 

   → Temperatura de fusão menor, Tm =47-48°C 
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 → Temperatura de Anelamento: 
 
 Ciclo de alto rigor: 

 
Temperatura de anelamento = 63ºC 

 
 Ciclo de rigor reduzido: 

 
Temperatura de anelamento = 44ºC 

 
 Ciclo de baixo rigor: 

 
Temperatura de anelamento = 30ºC 
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→ Protocolo: 
 
 1º) Reação de PCR primária com SP1 e AD: 

 
5 ciclos de alto rigor à 1 ciclo de baixo rigor à 10 ciclos de rigor reduzido à 

12 super ciclos (TAIL) 
 

 2º) Reação de PCR secundária com SP2 e AD: 
 

10 super ciclos 
 

 3º) Reação de PCR terciário com SP3 e AD: 
 

20 ciclos normais 
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 → Protocolo: 
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TAI L PCR (THERMAL ASYMMETRI C I NTERLACED PCR) 
TAIL-PCR is a powerful tool for the recovery of DNA fragments adjacent to known sequences.  Basically, 

TAIL-PCR utilises three nested primers in consecutive reactions together with an arbitrary degenerate (AD) 

primer having a lower Tm (melting temperature) so that the relative amplification frequencies of specific 

and non-specific products can be thermally controlled. 

 

Primary react ion.  

In the primary reaction, one low stringency PCR cycle is conducted to create one or more 

annealing sites for the AD primer in the targeted sequence.  Specific products are then 

amplified over non-specific ones by interspersion of two high-stringency PCR cycles with 

one reduced-stringency PCR cycle. 

1. Set up 4 reactions as follows (one with each AD primer): 

2 ml     10 X PCR buffer 

  1.2 ml  25 mM MgCl2 

  0.2 ml  10 mM dNTP’s 

  0.2 ml  100 ngml-1 specific primer 1 (furthest away from AD) (0.15mM 

final) 

  2 ml  20 mM AD primer (2 mM final) 

  0.2 ml  Taq DNA polymerase   

  0.4 ml  DMSO  

  1 ml  DNA (1-20ngml-1) 

  12.8 ml  H2O 

 

2.   Cycle as follows: (if doesn’t work, try dropping annealing step to 60oC) 

 92oC (3’), 95oC (1’)        X 1 

94oC (30s), 65oC (1’), 72oC (2’)          X 5 

94oC (30s), 25oC (2’), ramping to 72oC over 2’, 72oC (2’)  X 1 

94oC (30s), 65oC (1’), 72oC (2’) 

     94oC (30s), 65oC (1’), 72oC (2’) 

     94oC (30s), 44oC (1’), 72oC (2’)       X 15 

72oC (5’)          X1 

cool to 4oC 

 

There is no need to run out this primary reaction.  It should contain a medium yield of 

specific products, a high yield of non-targeted products, and a low yield of non-specific 

products.  The nested primers used in the secondary and tertiary reactions result in very 

low yields of non-specific products, very high yields of specific products and no 

amplification of non-targeted products. 

 

Secondary react ion 

For the secondary reaction, a 1/40 dilution of the primary PCR product is used as 

template, and the specific primer is the middle one of the three specific primers. 

1. Set up reaction as follows: 

2.5 ml    10 X PCR buffer 

  1.5 ml  25 mM MgCl2 
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  0.25 ml 10 mM dNTP’s 

  0.3 ml  100 ngml-1 specific primer 2 (middle nested) (0.2 mM final)  

  2.5 ml  20 mM AD primer (2 mM final) 

  0.2 ml   Taq DNA polymerase   

  0.5 ml   DMSO  

  1 ml      DNA (1/40 dilution of primary PCR products) 

  16.25 ml  H2O 

 

2.   Cycle as follows: (if doesn’t work, try dropping annealing step to 60oC) 

 94oC (30s), 65oC (1’), 72oC (2’) 

     94oC (30s), 65oC (1’), 72oC (2’) 

     94oC (30s), 45oC (1’), 72oC (2’)  X 12 

72oC (5’)     X 1 

cool to 4oC 

 

Tert iary react ion 

For the tertiary reaction, the SAME template (i.e primary PCR product) is used but this 

time in a 1/10 dilution.  I usually simply add 4 X of the 1/40 dilution used for the 

secondary reaction.  This removes the possibility of getting false positives.  The specific 

primer used is the primer nearest the unknown  sequence. 

1. Set up reaction as follows: 

5 ml     10 X PCR buffer 

  3 ml  25 mM MgCl2 

  0.5 ml  10 mM dNTP’s 

  0.6 ml  100ngml-1 specific primer 3 (closest to AD) (0.2 mM final)  

  5 ml  20 mM any one AD primer (2 mM final) 

  0.4 ml  Taq DNA polymerase   

  1 ml   DMSO  

  4 ml   DNA (1/40 dilution of primary PCR products) 

  31 ml   H2O 

 

2. Cycle as follows: 

94oC (30s), 45oC (1’), 72oC (2’)  X 20 

72oC (5’)     X 1 

cool to 4oC 

 

Agarose gel analysis 

The secondary and tertiary products are run in adjacant lanes on a 1.2% agarose gel.  The 

specificity of the products is confirmed by the expected  size change between the 

secondary and tertiary products. 
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