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PCR

Catarina Moreira

Faculdade de Ciéncias Universidade de Lisboa

Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, , PCR) é uma técnica que permite obter,
in vitro, varias copias de uma molécula de DNA.

Nas abelhas Apis mellifera, as abelhas-rainha, fémeas férteis, produzem évulos haploides
que podem ou nao ser fecundados pelos zangaos, machos férteis. Os 6vulos nao fecunda-
dos desenvolvem-se por partenogénese e originam zangaos haploides; os 6vulos fecunda-
dos ddo origem a fémeas, obreiras ou rainhas, conforme o tipo de alimentag&o que tiverem.
Esta técnica foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983 e veio revolucionar a genética
molecular. Atualmente a PCR é utilizada na clonagem de DNA, sequenciagdo de DNA, diag-
nadstico de doencas hereditarias, etc. 0 método baseia-se num ciclo térmico em repetido
de subidas e descidas da temperatura da reagao de desnaturacdo do DNA e replicagdo do
DNA por acdo enzimatica.

A técnica surge com a descoberta de enzimas — DNA polimerases — que ndo deshaturam
a temperaturas elevadas a volta dos 902C. Uma das mais conhecidas é a Taqg polimerase
inicialmente isolada das bactérias termofilas Thermus aquaticus, que vive em fontes ter-
mais a elevadas temperaturas.

O PCR ocorre em ciclos, e em cada ciclo decorrem as seguintes fases (FIGURA 1):

1. a molécula original de DNA é desnaturada (isto ¢, as duas cadeias separam-se) a
temperaturas muito elevadas na ordem dos 96°C, que quebram as ligagdes de hi-
drogénio entre as bases complementares das duas cadeias.

2. os primers (pequenos fragmentos de DNA, com sequéncias especificas de nucleé-
tidos, que marcam os limites do fragmento de DNA a replicar) emparelham com
a cadeia de DNA, no local especifico onde a sequencia de nucledtidos do primer é
complementar da cadeia molde. Esta fase ocorre a uma temperatura mais baixa (
em média perto dos 55°C).

3. asintese de DNA ocorre a 72°C, com o auxilio da enzima DNA polimerase e de de-
soxirribonucleotidos presentes na solugdo de reagdo, prosseguindo a ligagdo dos
nucleétidos a cadeia de DNA molde.

No final do primeiro ciclo ha uma duplicagdo de nimero de moléculas de DNA, e se-
guem-se mais ciclos, duplicando-se em cada um deles o numero de moléculas de DNA. O
fragmento amplificado ao longo dos varios ciclos tera o tamanho delimitado pelos primers.
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FIGURA 1. Esquema de um Ciclo de PCR.

1. Desnaturagdo a 96°C 2. Emparelhamento dos primers (Temperatura mais baixa) 3.
Elongamento (sintese de DNA com auxilio da DNA polimerase a 72°C) Ao primeiro ciclo
esquematizado na imagem seguem-se mais ciclos em nimero variavel. As duas cadeias
de DNA resultantes servem de molde para o ciclo seguinte, resultando numa duplicagdo

da quantidade DNA duplicado em cada ciclo.
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