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Atividades Laboratoriais 
 

Caso prático  

A substituição de uma guanina por uma adenina (G>A) afeta a posição 18 do gene 

GNPTAB (18G>A). 

No sentido de caracterizar um grupo de indivíduos para esta substituição programou-

se uma experiência constituída pelas seguintes fases: 

 

1. Amplificação por PCR de um fragmento de ADN contendo o local de interesse. 

2. Ensaio de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) para a deteção da 

substituição 18G>A – Digestão dos fragmentos amplificados com a enzima Pst1. 

3. Corrida em gel de agarose dos fragmentos digeridos e interpretação dos 

resultados 

4. Leitura de sequências e análise do impacto da substituição 18G>A ao nível da 

proteína GNPTAB.  

 

1. Amplificação por PCR de um fragmento do ADN contendo o local de 

interesse para esses indivíduos 
 

Fragmento de ADN a amplificar com o tamanho de 356 pb 
 
CGGAGGCTGTGACCTGCGCGCGGCGGCCCGACCGGGGCCCCTGAATGGCGGCTCGCTGAGGCGG

CGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGCTCCTCGGGGCGTGGCGTGGCGGTGAAGGGGTGATGCTGT

TCAAGCTCCTG>ACAGAGACAGACCTATACCTGCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTG
CTTCTTGGGCGTCGTTGTCACCATCGTCTCCGCCTTCCAGTTCGGAGAGgtgagtagcggcgcc

gcagcctggaccgggcgcctcgaccctgcactgccctcgccgtgccccgcgatgccccgataca

gtatgtattttttcattattagagacggggttttgcc 
 

Primers delimitantes do fragmento indicados a sublinhado. Primer foward a sombreado claro e primer 

reverse a sombreado escuro. Substituição 18G>A marcada a negrito. 

 

Mãos na massa���� 
 

ProtocoloProtocoloProtocoloProtocolo    
A) Para cada indivíduo mistura num tubo 10 µl de Primer Foward, 10µl de primer 

reverse, 10 µl de Tampão de incubação, 3 µl de Cloreto de magnésio, 2 µl de Taq 

polimerase, 2 µl de uma mistura nucleótidos (A, T, G e C) e 2 µl de DNA. Completa 

com água até 100 µl. 

B) Coloca no termociclador. Condições de amplificação: 94ºC durante 45 segundos, 

62ºC durante 45 segundos e 72ºC durante 45 segundos. Repetir 30 vezes. 
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2. Ensaio de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) para a 

deteção da substituição 18G>A  

 

Digestão dos fragmentos amplificados com a enzima Pst1. 

 
Local que a enzima Pst1 reconhece e forma como corta 

 

 

Sequência com o A 
CGGAGGCTGTGACCTGCGCGCGGCGGCCCGACCGGGGCCCCTGAATGGCGGCTCGCTGAGGCGG

CGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGCTCCTCGGGGCGTGGCGTGGCGGTGAAGGGGTGATGCTGT

TCAAGCTCCTACAGAGACAGACCTATACCTGCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTGCTT
CTTGGGCGTCGTTGTCACCATCGTCTCCGCCTTCCAGTTCGGAGAGgtgagtagcggcgccgca

gcctggaccgggcgcctcgaccctgcactgccctcgccgtgccccgcgatgccccgatacagta

tgtattttttcattattagagacggggttttgcc 
 

A enzima Pst1 não reconhece nenhum local de corte nesta sequência e deixa-a intacta. 

 
Sequência com o G 
CGGAGGCTGTGACCTGCGCGCGGCGGCCCGACCGGGGCCCCTGAATGGCGGCTCGCTGAGGCGG

CGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGCTCCTCGGGGCGTGGCGTGGCGGTGAAGGGGTGATGCTGT

TCAAGCTCCTGCAGAGACAGACCTATACCTGCCTGTCCCACAGGTATGGGCTCTACGTGTGCTT
CTTGGGCGTCGTTGTCACCATCGTCTCCGCCTTCCAGTTCGGAGAGgtgagtagcggcgccgca

gcctggaccgggcgcctcgaccctgcactgccctcgccgtgccccgcgatgccccgatacagta

tgtattttttcattattagagacggggttttgcc 
 

A enzima Pst1 reconhece um local de restrição na sequência e corta-a. A seta indica local de 

corte. 

 

Mãos na massa���� 
 

Protocolo 
 

A) Mistura num tubo 20µl do produto de ADN amplificado, 2µl de enzima, 4µl 

de tampão de incubação. Completa com água até 40 µl. 

B) Coloca o tubo em banho-maria a 37ºC durante 3 horas. 
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3. Corrida em gel de agarose dos fragmentos digeridos e interpretação 

dos resultados. 
 

Mãos na massa ���� 
 

Protocolo 
A) Aplica 5 µl de ADN em cada poço do gel. 

B) Coloca o gel a correr. Aplica uma voltagem de 90V. 

C) Observa o resultado da corrida num transiluminador de UV. 

 

Padrões electroforéticos esperados em indivíduos com diferentes genótipos para a 

substituição 18G>A após a restrição com a enzima Pst1. 

Substituição 18G>A 

          

          

141pb    _____     _____     

213pb    _____     _____      

          

          

          

   

    

354pb    _____       _____   

          

  ____________________________   

Heterozigótico 

            GA 

Homozigótico 

      GG              AA   

 

 

Quiz  

 

Observa a imagem seguinte. Quais as lanes do gel correspondem a indivíduos 

heterozigóticos GA? 

 

 

 

 
 

 

 

 

141pb e 213pb 

354pb 
500pb 

Lane     1        2         3        4         5        6       7     Ladder 

141pb e 213pb 
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4. Leitura de sequências e análise do impacto da substituição 18G>A na 

proteína 
 

 

 

Sequência parcial de um fragmento de ADN contendo a zona onde se localiza a 

substituição 18G>A em 3 indivíduos. 

 
 

Indivíduo 1  

 
 

Indivíduo 2  

 

 
 

Indivíduo 3  

 
 

 

 

Quiz  

 

Identifica os genótipos dos indivíduos 1, 2 e 3. 
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Quiz  

 

Com base na informação constante no quadro seguinte e na tabela do código genético: 

a) Diz qual é a alteração que se observa na proteína GNPTAB na presença da substituição 

18G>A (posição assinalada com a seta). 

b) E se fosse a posição 17 a estar alterada e em vez da Timina tivéssemos uma Citosina 

(17T>C)? 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


