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 Uso de outros PCRs: 

 

 Convencional: 

o Baixo custo    

o Apresentação comum 

o Facilidade de aquisição 

o Grande aplicabilidade 

 

   

 

 

 

Alternativo: 

o Custo elevado 

o Aprimoramento 

o Compostos diferenciados 

o Especificidade 

 

 



REP-PCR (REPETITIVE SEQUENCE BASED-PCR) 

  A técnica Rep-PCR faz uso de 
sequências oligonucleotídicas 
iniciadoras complementares de 
sequências de DNA repetitivas 
presentes em numerosas cópias no 
genoma da maioria das 
bactérias Gram negativas e de 
várias bactérias Gram positivas. 

 

 

 

 

 

    

  Foram identificadas três 
famílias de sequências repetitivas: 

  

o as sequências REP (Repetitive Extragenic 
Palindromic elements) com 35-40 pares 
de bases, as quais são conservadas em 
várias espécies bacterianas; 

o as sequências ERIC (Enterobacterial 
Repetitive Intergenic Consensus elements) 
de 124-127 pares de bases, as quais 
contêm um elemento repetitivo central 
invertido altamente conservado e que 
estão localizados em regiões intergênicas. 

o o elemento BOX de 154 pares de bases. 

 



  A técnica consiste no anelamento dos primers nessas 

regiões descritas anteriormente, amplificando a região 

desconhecida entre elas. 

Formação de fragmentos 



o  Separação dos fragmentos por tamanho e carga 

(eletroforese); 

o  Análise dos dados; 

o  Criação de gráficos; 

o Armazenamento da informação. 

 
Dendograma de S. aureus 



  Eletroforese de REP-PCR para a identificação de sorovares de 

Xanthomonas axonopodis. 

Rep-PCR ERIC-PCR 



POR QUE USÁ-LO? 

  É um método de PCR que visa classificar as bactérias 

segundo sua “tipagem genômica”. O método de  tipagem 

designado por  rep-PCR é extremamente viável, 

reprodutível e rápido. Esta técnica tornou-se uma 

ferramenta valiosa na identificação e classificação de 

bactérias e em estudos epidemiológicos. 



 

Grifar as partes importantes. 



 



Conclusões: 
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 Desenvolvida por Saiki e principalmente por 

Mullis.  

 

PCR  

(POLYMERASE CHAIN REACTION) 

Kary Banks Mullis 



DNA THERMAL CYCLER (1989) 



Componentes da reação 

• DNA molde 

• Oligonucleotídeos (primer) 

• dNTP’s 

• DNA Polimerase 

• Magnésio  

• Tampão 

• Água 





 Método que utiliza uso de sequências 

oligonucleotídicas iniciadoras 

complementares de sequências de DNA 

repetitivas muito conservadas e presentes 

em numerosas cópias no genoma de 

alguns microrganismos.  

REP PCR 
(REPETITIVE EXTRAGENIC 

PALINDROMIC SEQUENCE-BASED PCR) 



 1. Primers específicos se ligam a muitas 

sequências repetitivas dispersas por todo o 

genoma. 

 

REP PCR 



 2. Fragmentos múltiplos de diferentes 

comprimentos são amplificados. 

 

REP PCR 



 3. Os fragmentos podem ser separados em massa 

e carga através de eletroforese. 

 

REP PCR 



 4. A partir da intensidade variável das várias 

bandas é criado um perfil de impressão único. 

REP PCR 



 5. A discrepância da linearidade dos fragmentos se 

traduz em diferentes subespécies. 

 

REP PCR 





 as sequências REP (Repetitive Extragenic 

Palindromic elements) com 35-40 pares de 

bases. 

 as sequências ERIC (Enterobacterial Repetitive 

Intergenic Consensus elements) de 124-127 

pares de bases. 

 o elemento BOX de 154 pares de bases. 

 

FAMÍLIAS DE REP 





 O trabalho teve como objetivo avaliar a 

agressividade de linhagens de Ralstonia 

solanacearum provenientes de solanáceas, 

plantas ornamentais e eucalipto, em plantas 

de batata, tomate e fumo, bem como 

caracterizar as linhagens por meio de 

técnicas moleculares. 

OBJETIVO 



 Foi efetuado ensaio de microbiolização in 

vitro em sementes de eucalipto, a fim de se 

identificar possíveis linhagens patogênicas a 

esta espécie vegetal e concluiu-se que todas 

as linhagens utilizadas infectaram plantas de 

eucalipto ou afetaram seu crescimento. A 

caracterização molecular de 41 linhagens de 

Ralstonia solanacearum, provenientes de 

diversas plantas hospedeiras, incluindo 

solanáceas, bananeira, helicônia, plantas 

ornamentais e eucalipto, foi efetuada 

empregando-se ERIC e BOX-PCR e os 

EMPREGO DO REP-PCR E CONCLUSÃO 



COLÔNIAS DE R. SOLANACEARUM EM 
MEIO DE CULTURA TZC 



 Foram utilizados aproximadamente 150 ng 

de DNA de cada amostra em reações nos 

experimentos de diversidade genética por 

ERIC-PCR e BOX-PCR com volume final de 

25 uL. 

 

ANÁLISE DA DIVERSIDADE GENÉTICA POR ERIC 

E BOX-PCR  

 



 2,5U de enzima Taq polimerase Fermentas 

por reação, 1X tampão de reação da enzima 

contendo KCl 50mM, 0,2 mM de dNTPs, 0,8 

uM de cada primer e 3,0 mM MgCl2. O 

programa de amplificação das amostras 

consistiu de um ciclo de desnaturação inicial 

a 95 oC/7 min.; seguido de 30 ciclos a 94 

oC/1 min; 53 oC/1 min e 65 oC/8 min; e um 

ciclo de extensão final a 65 oC/16 min. 

PROTOCOLO PARA OS PRIMERS ERIC-

PCR  



 2,5 U de enzima Taq polimerase Fermentas 

por reação, 1X tampão de reação da enzima, 

0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM do primer e 1,5 

mM MgCl2. O programa de amplificação das 

amostras consistiu de um ciclo de 

denaturação inicial a 95 oC/7 min; seguido 

de 30 ciclos a 94 oC/1 min; 52 oC/1 min e 65 

oC/8 min; e um ciclo de extensão final a 65 

oC/15 min. 

PROTOCOLO PARA OS PRIMERS BOX-PCR 



TABELA COM OS PRIMERS UTILIZADOS 

NA TESE. 







Inverse PCR 

(iPCR) 

• Método de PCR que permite a 

amplificação de regiões 

desconhecidas. 



 Criado por Ochman em 1988  

 

 Regiões conhecidas 

 

 Regiões de Flanqueamento 

 

 Presença de Sítios de restrição 

 

 Determina regiões desconhecidas de até 4kb 

 

 Determinar sítios de inserção estranhos integrados 
ao DNA, por exemplo retrovírus e transposons. 

INVERSE PCR 



 



 A partir da uma região conhecida são criados primers 

inversos hibridizados 

 

 Primers inversos amplificam opostamente a primers de 

PCR padrão (se distanciando um do outro e para fora) 

 

Os Primers.. 



 

1. Seleção do DNA molde; 

2. Clivagem upstream e downstream (área conhecida) 

3. Purificação (remoção de possiveis inibidores)* 

 

4. Circularização do DNA (ligase) 

 

5. Amplificação usando os primers inversos. 

Técnica 



 Após seguidas fragmentações, ocorrerá uma 

circularização de fragmentos contendo a região de 

interesse 

Região 

Conheci

da 



 

 

 

 
 

• Ocorrerá uma clivagem na região conhecida do DNA 

circular, linearizando-o e fazendo com que existam areas 

conhecidas nas regiões upstream e downstream. 

Sítio se torna aberto para amplificação 



Resumindo... 

-Clivagem nos 

sítios de 

restrição; 

-Circularização 

do fragmento; 

-Clivagem da 

área 

conhecida; 

-Polimerase 

seguindo 

primers 

invertidos; 



VECTORETTE PCR 

Processo que permite amplificações quando 

se conhece apenas uma sequencia de 

primers 

 

 



Análise de regiões 
homólogas em 

diferentes genes; 

Mapeamento de íntrons do DNA 
apartir de clones de cDNA; 

Mapeamento e seqüenciamento de de  

deleções, inserções, translocações. 

Genomic Walking 

UTILIDADES.. 



 1º: Seleção da região de interesse e clivagem da 

sequência formando fragmentos desejados. 

 2º: Adição dos oligonucleotídeos (Vectorettes) nas 

regiões terminais dos fragmentos. 

 3º: Desnaturação das fitas de DNA 

 4º: Anelamento do primer conhecido e formação da nova 

fita que contém o fragmento de vectorette internalizado. 

 5º: Anelamento do primer do vectorette e formação de 

uma nova fita. 

 

 

 

 

A TÉCNICA  



 É uma sequencia sintética de oligonucleotídeos não 

pareados; 

 O não pareamento causa o formato particular. 

VECTORETTE 



EM AÇÃO.. 
1º 

2º 

Inserção dos 

Vectorettes 



4º - Anelamento do 

primer inicial 

EM AÇÃO.. 

3º - Digestão 



 5º Anelamento do primer vectorette: 

EM AÇÃO.. 



-Digestão da região 

de interesse; 

 

-Ligação dos 

Vectorretes nos 

fragmentos 

 

-PCR com o primer 

conhecido 

 

-PCR dos Vectorettes  

 

Resumindo... 



 



 -Artigo que explora a capacidade do vectorette de 

ser uma ferramenta no método de genetic Walk, que 

consiste em selecionar regiões genômicas de 

acompanhamento adjacentes a regiões conhecidas 

e as sequenciar 

 Foi utilizado o DNA da bactéria chlamydia 
trachomatis 

VECTORETTE, UMA NOVA VISÃO PARA 

GENETIC WALK 



 O processo foi capaz de isolar diversos fragmentos de 

diferentes tamanhos, permitindo a utilização de outros 

processos de automação para amplifica-los e sequencia-los 

 Foi possível analizar mais de 1,5kb de DNA antes não 

caracterizado usando apenas um primer biotinado e um 

primer de sequenciamento em menos de quatro dias 

RESULTADOS.. 



REP-PCR INVERSE-PCR VECTORETTE-PCR 

Reconhece 

sequências repetitivas 

Determina sítios de 

inserção 

 

Reconhecimento de 

regiões específicas  

Variações de primers 

(3) 

Primers inversos Vetores em forma de 

bolha  

Diferenciação de sub-

espécies 

Amplifica regiões não 

conhecidas 

Amplificação a partir 

de um único primer  

COMPARANDO... 
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