
Enzimas em biologia molecular. I. Polimerase phi29 

a enzima tem meia-vida longa, que permite  •	
reações com duração de muitas horas, podendo 
levar a produtos com comprimento estimado  
de 900 kb em 10 horas;

ser capaz de deslocar as fitas de DNA ao  •	
encontrar fita dupla durante a polimerização  
de DNA, o que leva à possibilidade do uso  
de múltiplos primers para o mesmo molde, 
conhecida como amplificação de deslocamentos 
múltiplos (em inglês, multiple displacement 
amplification, MDA) e à atividade de amplificação 
por círculo rolante (em inglês, rolling-circle 
amplification, RCA), que será descrita a seguir.

Quando a molécula-molde a ser amplificada  
por phi29 é um DNA linear, a síntese vai até o fim  
da fita. Quando o molde é um DNA circular, ao 
alcançar o sítio de ligação do primer novamente,  
a polimerase phi29 desloca a fita recém-sintetizada  
e continua a síntese de DNA. Isso ocorre por várias 
vezes, e é conhecida como amplificação por círculo 
rolante2. Quanto menor a extensão do DNA circular, 
maior o número de cópias possíveis de serem 
formadas2.

A enzima pode ser utilizada com primers 
específicos ou com primers randômicos. Devido 
à atividade de exonuclease 3’-para-5’, que pode 
causar a degradação do DNA, os primers devem  
ser preferencialmente ligados a tiofosfato na 
extremidade 3’ para aumentar a estabilidade2. 

Na amplificação por círculo rolante, a fita de 
DNA deslocada também pode ser alvo da phi29  
se houver primers que se anelem a ela. Neste caso,  

Existem inúmeras enzimas disponíveis 
para serem usadas em biologia molecular. 
O conhecimento do modo de ação de 

cada uma delas é importante para entendimento 
de seu uso na prática laboratorial, compreensão 
de artigos científicos, desenvolvimento de projetos  
de pesquisa e resolução de impasses que surjam 
durante experimentos científicos.

Uma das enzimas desse arsenal é a polimerase 
phi29, objeto deste primeiro artigo. Serão  
apontadas as características funcionais, aplicações  
e apresentação no mercado.

A enzima phi29 é uma DNA polimerase 
codificada pelo bacteriófago phi29 que infecta  
o Bacillus subtilis. In vivo, ela é responsável pela  
síntese do genoma completo do referido 
bacteriófago1.

Algumas das características da phi29 são  
muito interessantes para uso in vitro2:

atividade de DNA polimerase,  isto é , incorpora •	
nucleotídeos na direção 5’-para-3’, complementar 
à fita molde, após o anelamento de um 
oligonucleotídeo iniciador (primer);

atividade de exonuclease 3’-para-5’, ou seja, •	
atividade de revisão (em inglês, proofreading), que 
confere baixa taxa de erro ao DNA amplificado, 
aproximadamente  10-5 a 10-6  por nucleotídeo 
incorporado em cada ciclo;

não há necessidade de ciclagem da temperatura, •	
ou seja, a amplificação é uma reação isotérmica,  
e a temperatura ótima é de 30 °C;
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os produtos de amplificação serão DNA de fita  
dupla. Para analisar  esse amplificado longo e com 
sequências repetidas (concatêmeros), geralmente se 
utiliza enzima de restrição antes da eletroforese em  
gel de agarose2.

A enzima phi29 DNA polimerase tem sido 
bastante utilizada nos últimos anos na amplificação 
de genomas de vírus conhecidos e de possíveis 
novos membros de famílias virais2-4, em estudos 
de metagenômica5,6 e na análise de transcriptomas 
a partir de células7. Os resultados sugerem maior 
sucesso de amplificação em genomas circulares ou 
circularizados2,5,7,8.

No mercado, a enzima phi29 DNA polimerase  
é comercializada por diversas empresas (p. ex.,  
Applied Biological Materials Inc., Biogen Praha, 
Biotechrabbit, Lucigen, Molecular Cloning 
Laboratories, New England BioLabs, Thermo 
Scientific) e também é possível a aquisição de kits  
que contêm, além dela, outros insumos como  
tampões de lise, primers randômicos, 
desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs), 
ditiotreitol (p. ex., kits Illustra GenomiPhi ou  
Illustra TempliPhi da GE Healthcare; kits  REPLI-g  
da Qiagen).

Pretende-se com esta breve apresentação  
chamar a atenção para as possibilidades de uso da 
enzima phi29 dentro de um laboratório de biologia 
molecular, e recomenda-se o aprofundamento do 
conhecimento sobre ela antes de sua utilização.
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