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Introducéo

A quantidade de DNA de umaamostrapode ser au-
mentada por clonagem em bactéria (amedidaque a
bactériase multiplica, o DNA alvo multiplica-setam-
bém) ou por meio de uma reacdo chamada de
Polymerase Chain Reaction - PCR (Reacéo em Cadela
daPolimerase) que ocorreforade um ser vivo, emum
equipamento chamado Termociclador. A PCR copiaas
duasfitasdasequénciade DNA desgjada, aumentando
aquantidade de DNA ou, como sediz em laboratorio,
amplificandoo DNA avo.

O processo envolveciclosdevariacgo natempera-
tura, deformaque, por aquecimento, asfitasde DNA
s80 separadas; em seguida, atemperaturaé abaixada
para que os primers anelem-se ao DNA por
complementariedade de bases. Novamente, atempera-
tura é elevada para que a enzima Tag DNA pol, em
presencade outrosfatores e dos dNTPs (nucleotideos
trifosfatados), copieafitamolde (que€o DNA quese
desgaamplificar).

Objetivo

O objetivo dessa atividade é apresentar uma
metodologiaaternativaparaarealizagdo deumaaula
préticasobre GenéticaM ol ecul ar, demonstrando como
seprocessaaamplificagdo de DNA, por meio dasimu-
lacdo da Reag@o em Cadela da Polimerase — PCR
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(Polymerase Chain Reaction). Paradesenvolvé-la, utili-
za-sematerial bemsimples.

MATERIAL:

-fitaduplade DNA: 02 tirasde cartolinaou papel
cartédo de 1m de comprimento por 5cmdelargura. Ano-
tar nasfitasasbases nitrogenadas (vejaFigural).

1m

SAITICIG
(TIAIG|C

Figural.: Modelo paraafitaduplade DNA aser
utilizadanaamplificagdo do DNA (completar afitasu-
perior com asbasesnitrogenadas que quiser eainferior
com suas complementares)

- blocos de dNT Ps (nucleotideos trifosfatados):
corresponde as bases nitrogenadas que entram paraa
construcdo de uma nova fita de DNA. Recortar
retangulosde 2,5cm x 5 cm, em papel cartéo. Anotar
umabase nitrogenadaem cadaretangulo (Figura2).
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Figura2. Model o parablocos de nucleotideosase-
rem utilizadosnaamplificagdo do DNA.

5cm

- primers(iniciadores): tiras de papel-cartéo de 15
cmx 5cm, com asequénciadosprimers. Exemplo na
Figura3.
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Figura3. Modelo deprimer (iniciador) aser utiliza-
do naamplificagéo do DNA (pode ser desenhado com
maior nimero de bases).

Simulando o resultado do agquecimento, asfitasde
DNA, queinicialmente estéo pareadas (no ch&o ou so-
bre umamesa) so separadas. Com o rebai xamento da
temperatura, osprimersanelam-se( ligar osprimersas
fitasjaseparadas). Com pequena el evacdo datempera:
tura, os desoxinucleotideos vao sendo pareadosum a
um, nas fitas do DNA, por complementariedade das
bases. Deve-seir pareando osretangul osque represen-
tam osnucleotideos, isso SmulaaatividadedaTag DNA
polimerase, queval processando o alongamento danova
fitaaté quenovo ciclo sgainiciado e, novamente, ao ser
elevadaatemperatura, asfitas separam-se; ao rebaixa-
mento datemperatura, 0s primers pareiam-se e, com
outraelevacao datemperatura, os desoxinucl eotideos
vao sendo pareados. Assim, novas fitas de DNA séo
produzidasacadaciclo.

A guantidade de DNA dobraacadaciclo. Apds 25
a40 ciclosdeamplificacéo (elevacdo e abaixamento da
temperatura) sdo obtidas bilhdes de cdpias do segmen-
todo DNA deinteresse, material que pode, entéo, ser
examinado comfacilidadeeser utilizado paravériospro-
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positos (identificar pessoas, analisar molecularmente
animais, vegetais, identificar criminosos, etc).

Verificando o entendimento

Com o material que setem em méos, produzir 08
moléculasde DNA e conferir quantosciclosforamfei-
tos. Perguntar: para se obter 16 moléculas de DNA,
quantosciclosdeveriamter ocorrido?

SABENDO MAIS

Tagq DNA pol: éumaenzimaextraidade bactéria(
Thermusaquati cus) e que suportaaltastemperaturas,
inclusive astemperaturas aque deve ser submetidano
equipamento para que se processe aamplificagdo do
DNA.

Primer: éumasequénciade acido nucléco (DNA
ou RNA) que parelasuasbasesafitamolde (DNA) por
complementari edade (anelamento) paraque suaextre-
midade 3'OH livresirvadeinicio paraanovafitade
DNA gueserasintetizada. Sem esse*” ganchinho” do
3 OH do primer, o nucleotideo do DNA n&o consegue
entrar paradar inicio anovafita

Nucleotideo: molécula composta por uma base
nitrogenada, um agUcar pentose e um grupo fosfato; éa
unidade estrutural dosécidosnuclécos(DNA eRNA).

Desoxinucleotideo: nucleotideo que participada
formagdo damoléculade DNA

Em um experimento dessetipo, em laboratorio, sem-
pre deve haver um Controle, que € um tubo comtodos
os ingredientes necessérios a amplificagcdo, menos o
DNA deinteresse e no qual n&o deve aparecer DNA
agum, aofinal dareacdo. Essaéaformadesegarantir
gue o experimento ndo foi contaminado. Senéofoi co-
locado DNA paraamplificar e apareceu DNA aofind,
deondeeleveio?Nao foi do experimento, nem estava
em questao aobtencao desse DNA, logo, foi umacon-
taminagdo, certamente, por faltade cuidado, delimpe-
za, deatencdo e, seo experimento foi contaminado, deve
ser comegado novamente.
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