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Escreve uma sequência aleatória de 40 pares de bases (bp):

Usando a enzima Eco RI (GAATTC)

•Quantos locais foram reconhecidos pela enzima?

•Quantos fragmentos de DNA se formaram?

•Quais as dimensões desses fragmentos?



Escreve uma sequência aleatória de 40 pares de bases (bp):

AATCGGTGCCTTAAGCTTAATCGAAGCCGAATTCCGCGAA

TTAGCCACGGAATTCGAATTAGCTTCGGCTTAAGGCGCTT

Usando a enzima Eco RI (GAATTC)

•Quantos locais foram reconhecidos pela enzima?

•Quantos fragmentos de DNA se formaram?

•Quais as dimensões desses fragmentos?

31bp 9 bp



Escreve uma sequência aleatória de 40 pares de bases (bp):

AATCGGTGCCTTAAGCTTAATCGAAGCCGAATTCCGCGAA

TTAGCCACGGAATTCGAATTAGCTTCGGCTTAAGGCGCTT

Usando a enzima Hind II (AAGCTT)

•Quantos locais foram reconhecidos pela enzima?

•Quantos fragmentos de DNA se formaram?

•Quais as dimensões desses fragmentos?

25 bp15bp



Escreve uma sequência aleatória de 40 pares de bases (bp):

AATCGGTGCCTTAAGCTTAATCGAAGCCGAATTCCGCGAA

TTAGCCACGGAATTCGAATTAGCTTCGGCTTAAGGCGCTT

31bp 9 bp25 bp15bp

Usando ambas as enzimas  Eco RI e Hind II

•Quantos locais foram reconhecidos pela enzima?

•Quantos fragmentos de DNA se formaram?

•Quais as dimensões desses fragmentos?

15 bp 16bp 9bp







Enzimas de Restrição ou Endonucleases:

…cortam sequências específicas de DNA restrição.

Diferentes tipos de enzimas de restrição cortam diferentes 
sequências de bases no ADN.

Estas enzimas podem ser usadas para ajudar a detectar a 
presença de diferentes formas de determinados genes (alelos).



Utilizadas por bactérias para 
restringir a proliferação de 

vírus Invasores

















1- Etiquetar 3 tubos eppendorf:
1 (EcoRI), 2 (BamHI) e 3 (EcoRI + BamHI). Colocar os tubos no gelo.

2- Depositar 1 µg de DNA lambda em cada um dos tubos eppendorf (o 
volume usado depende naturalmente da concentração da solução disponível).

3- adicionar 2 µL da solução-tampão “10x” a cada um dos tubos eppendorf. 
(a solução-tampão utilizada como meio de reacção é comercializada sob uma forma 
concentrada -“10x”, terá de ser diluída para obter a concentração desejada de “1x”. Como 
o volume final da mistura de reacção será de 20 µL (passo 4)), 

4- Como se pretende digerir 1 µg de DNA, calcular o volume das soluções de EcoRI
e de BamHI que contém 1 unidade de enzima. Adicionar esse volume ao 
conteúdo dos tubos 1, 2 e 3 ;  juntar de imediato água desionizada até
perfazer um volume final de 20 µL em cada tubo.

5- Agitar os tubos de modo a que escorram para o fundo as gotas que tenham 
ficado “presas” nas paredes.

6- Proceder a uma incubação das três misturas de reacção à temperatura de 
37ºC durante 60 a 90 minutos.



Análise dos resultados obtidos pelos alunos:

1. Observas bandas de DNA? 

2. Se sim, quantas para cada digestão?

3. Se não, apresenta justificação plausível para a 
ausência de resultados.



Análise de resultados extra:

1. Porque foi utilizado o fago lamda não digerido?

2. Qual a importância de utilizar DNA prédigerido?

3. Quantos fragmentos foram observados para cada digestão?

4. Quantos locais de restrição possui cada uma das enzimas no 
DNA do fago lambda?

5. É possível comparar os fragmentos quanto às suas 
dimensões?

6. Na digestão múltipla o número de fragmentos esperados deve 
ser a soma do número de fragmentos obtidos por digestão 
simples?

7. Os resultados estão de acordo com o esperado teoricamente?

8. Se não apresenta justificações para as diferenças 
encontradas.









Permite produzir moléculas de 
DNA a partir da combinação de 
genes com proveniências 
diferentes.

É possível introduzir um gene 
humano em bactérias para que 
elas as produzam, em larga 
escala, uma determinada 
proteína humana.

O gene com interesse é
clonado, permitindo a sua 
conservação: 

bibliotecas de genes.



Substância Aplicação
Hormona de crescimento Disfunção 

hipofisária

Factor de crescimento da epiderme Cicatrização

Interferão Cancro

Factores de coagulação Hemofilia

Vacina Hepatite

Teste de SIDA Despiste da 
SIDA

Superóxido dismutase Enfarte do 
miocárdio

Insulina Diabetes

Eritroproteína Anemia











Kary Mullis

Dezembro de 1983

Ideia:
desenvolver um processo com o qual o DNA 
poderia ser multiplicado artificialmente 
através de ciclos repetidos de duplicação 
catalisada pela DNA polimerase



Thomas D. Brock no lago do  “Yellowstone National Park”
de onde foi isolado o Thermus aqquaticus



10 anos mais tarde…

Ganhou o 
prémio Nobel 
da Química!



• Qual é o objectivo?
Produzir uma quantidade apreciável de um segmento 
específico de DNA a partir de uma quantidade mínima

• Quais os componentes?

Mg2+

dNTP

DNA 
Polimerase

Primers























O método deve o seu nome 
ao seu inventor:

Ed Southern



Universidade Utah (1987) identificou-se um locus – D1S80 – no 
cromossoma 1. 

A “marca” liga-se a uma única sequência ao lado da STR.

DNAFingerprint multilocus vs. DNA Fingerprint uni-locus 1



Todos os fragmentos de DNA são separados por 
electroforese.



Os milhares de fragmentos de DNA são transpostos para uma membrana (southern
blotting) que é lavada com a “marca” radioactiva.



A “marca” liga-se apenas a um locus.
Quando a membrana é exposta a raios X apenas a radioactividade da “marca” é

identificada.

DNAFingerprint multilocus vs. DNA Fingerprint uni-locus 2





Os perfis de DNA analisam STRs, repetições não codificantes de 2 a 8 nucleótidos.
O FBI testa 13 STRs em adição ao teste de identificação de sexo.

Localização em diferentes cromossomas garante herança independente.

Short Tandem Repeats (STRs) 1



As STRs são altamente polimórficas. Caso de heterozigotia.



PCR amplifica zonas específicas com Primers desenhados para 
as específicas STRs

(primers fluorescentes)



PCR amplifica zonas específicas com Primers desenhados para 
as específicas STRs

(primers fluorescentes)



A marcação dos primers é feita com 4 tipos de fluorescência.
Produto de amplificação depositado em gel de poliacrilamida (separa 

alelos com diferença de 4-5 nucleótidos).

Short Tandem Repeats (STRs) 2



Cada fragmento marcado é “lido” por um laser na base do gel.
O laser “lê” as quatro cores de fluorescência e traça as linhas 

correspondentes às cores e aos tamanhos dos diferentes fragmentos 
amplificados.



Cada “pico” representa um alelo










