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TECNOLOGIA DO DNA 
RECOMBINANTE: TRANSFORMAÇÃO 

BACTERIANA E PCR



AULA PASSADA:

Enzimas de Restrição:

Ligação

Molécula de DNA 
Recombinante

DNA RECOMBINANTE!!!!



CLONAGEM CELULAR

CÓPIAS IDENTICAS!!



Clone: uma coleção de moléculas ou células, 
todas idênticas a uma molécula ou célula 
original.



Dependente de células
vivas

Independente de células
vivas (PCR)

CLONAGEM MOLECULAR



CLONAGEM DEPENDENTE DE CÉLULAS VIVAS



Ferramentas de clonagem:

Enzimas:        enzimas de restrição
DNA ligase

Vetores: plasmídios
fagos (vírus de bactérias)
cosmídeos
cromossomos artificiais

Hospedeiros: E. coli
levedura
células animais
células vegetais

CLONAGEM DE FRAGMENTOS DE DNA



Lembrando: vetores de clonagem - multiplicam 
moléculas de DNA recombinante (clones) em 
organismos vivos, gerando quantidades 
abundantes de clones

DNA quimera

(DNA recombinante)
Fragmentos de DNA ligados a um vetor de clonagem

Vetor

Inserto



 Unicelular, na forma de bastão;

 Cresce rapidamente a 37oC ;

 ciclo de 20 min

 Pouco exigente  quanto a nutrição;

 Meio mínimo ou rico:

 Glicose - melhor fonte de C

 Extrato de levedura - vitaminas

 Triptona e Peptona: fonte aminoácidos

Escherichia coli

Uma geração: 20 minutos



PROGRESSÃO GEOMÉTRICA DO CRESCIMENTO 
POPULACIONAL BACTERIANO

Curva de crescimento

Uma geração: 20 minutos



• Não apresentam DNA plasmidial

• Precisam ser preparadas

• Tornar-se competentes = aptas a receberem a molécula 
de DNA recombinante

BACTÉRIAS PARA TRANSFORMAÇÃO



Uma bactéria é competente quando tem a capacidade de receber e multiplicar DNA 
estranho. 

INCOMPETENTE!!!

CÉLULAS COMPETENTES



 Transformação química

 Eletroporação

INSERÇÃO DO DNA DENTRO DA CÉLULA 
BACTERIANA – O HOSPEDEIRO



TRANSFORMAÇÃO QUÍMICA

Suspensão de células 
competentes

+
Moléculas de DNA 

recombinante

= Incubar 30 min 
no gelo

Choque térmico 
(42°C/30 s)



Mecanismo molecular proposto
para explicar a transformação de
E. coli com uma molécula de DNA
exógeno.

Mandel e Higa, 1970 

TRANSFORMAÇÃO QUÍMICA



ELETROPORAÇÃO

Suspensão de células

Eletrodo Eletrodo

Cuveta

Pulso elétrico

Eletroporador



Construção

Célula de E.coli

Transformação

Meio seletivo

Clones recombinantes

SELEÇÃO DE CLONES RECOMBINANTES

Ex: Meio com antibiótico (ampicilina)



Clones resistentes a ampicilina

Clones sensíveis a ampicilina

MC + ampicilina

Células transformadas

Células controle (não transformadas)



SELEÇÃO DE CLONES RECOMBINANTES

Período de incubação 
12-16h / 37°C)

MC+X-gal+ampicilina

*MC = Meio de cultura



Podem ser também utilizados marcadores que são inativados com a
inserção do DNA estranho no plasmídio.

Exemplo: sistema de diferenciação branco-azul

• Plasmídios da série pUC possuem um gene (gene lacZ) que codifica a
produção da enzima β-galactosidase. A inserção do DNA estranho no sítio
de clonagem do plasmídeo causa a interrupção do gene, levando à perda
da função da β-galactosidase.

Como resultado:

• colônias brancas (β-gal inativa) - positivas (com inserto)
• colônias azuis (β-gal ativa) - negativas (sem inserto)

SELEÇÃO DE CLONES RECOMBINANTES



Gene lacZ = codifica a enzima β-galactosidase

SELEÇÃO DE CLONES RECOMBINANTES

Produção da enzima β-galactosidase

X-gal é clivado = colônia azul

Não há produção da enzima β-
galactosidase

X-gal não é clivado = colônia 
brancaÁgar + ampicilina + X-gal

Sítio múltiplo de 
clonagem

pUC8
Vieira & Messing, 

1982

Gene de resistência à 
ampicilina



Quais colônias nos
interessam e por quê?



Plasmídeo com inserto

Resistência à ampicilina

LacZ não funcional

Colônias brancas

Sem plasmídeo

Sem resistência à ampicilina

Sem gene LacZ 

Sem crescimento 

Célula bacteriana DNA cromossomal

POSSÍVEIS RESULTADOS APÓS A ETAPA DE TRANSFORMAÇÃO

Plasmídeo sem inserto

Resistência à ampicilina

LacZ funcional

Colônias azuis

*MC = Meio de cultura

MC+X-gal+amp MC+X-gal+amp MC+X-gal+amp

Amp. Amp.

Inserto



CLONAGEM MOLECULAR

RESUMO DAS ETAPAS:

1. Preparação do vetor e do inserto 

2. Ligação do vetor e inserto

3. Transformação em célula hospedeira

4. Seleção de clones

1.

2.

3.

4.



CLONAGEM MOLECULAR 
INDEPENDENTE DE CÉLULAS VIVAS

PCR



PCR: Polymerase Chain Reaction
(Reação em cadeia da polimerase)

• O processo de PCR foi inventado por Kary Mullis no início da
década de 80 atribuído o Premio Nobel da Química pelo seu
trabalho.

• É um método de amplificação (de criação de múltiplas cópias)
de DNA sem o uso de um organismo vivo, por exemplo,
Escherichia coli (bactéria) ou leveduras.



Saiki, R. K., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. J. Scharf, R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. 

Mullis, and H. A. Erlich. "Primer-Directed Enzymatic Amplification of DNA with a 

Thermostable DNA Polymerase." Science 239 (1988): 487-491.



• 1. Desnaturação (94-96ºC, 30-600 segundos).
Durante a desnaturação, a cadeia dupla do DNA é separada em duas cadeias simples.
A DNA polimerase é estável a altas temperaturas pois é obtida de organismos que vivem em
ambientes extremos (extremófilos). A DNA polimerase mais usada é a Taq polimerase
(obtida de Thermus aquaticus).

• 2. Annealing (emparelhamento,pareamento, hibridização) (45-80º C, 30-120
segundos).

Durante o emparelhamento, os iniciadores (primers) ligam-se ao DNA de cadeia simples e a
DNA polimerase liga-se aos iniciadores emparelhados.

• 3. Alongamento (polimerização) (65-80º C, 30-120 segundos).
Durante o alongamento, a DNA polimerase cria a cadeia de DNA complementar à medida
que percorre o DNA de cadeia simples, incorporando desoxirribonucleótideos presentes na
reação.

Após cada ciclo, a quantidade de DNA duplica. Assim, após múltiplas ciclos, o 
aumento da quantidade de DNA  é exponencial de base 2. 

PCR: Polymerase Chain Reaction



Thermus aquaticus 

Thermus aquaticus é uma espécie
de bactéria que pode suportar
temperaturas elevadas, uma de
várias bactérias termófilas. Esta é a
fonte da enzimas resistente ao calor
como a Taq polimerase de DNA , um
dos mais importantes enzimas
na biologia molecular devido à sua
utilização na reação em cadeia da
polimerase (PCR), técnica de
amplificação de DNA.

Thermus aquaticus

A bactéria foi descoberta pela primeira vez 

no Lower Geyser Basin do Parque Nacional de 

Yellowstone



DNA molde

primers

DNA polimerase

A  T  C  G
nucleotídeos

H2O + tampão

REAÇÃO DE PCR



http://molbiol-tools.ca/PCR.htm

DESENHO DE PRIMERS:



Step 1 – desnaturação

1 minuto – 94oC 

Step 2 – anelamento 

45 segundos– 55oC 

Step 3 – extensão

45 segundos– 72oC



A AMPLIFICAÇÃO É EXPONENCIAL!!

Gene desejado

DNA Molde
1o ciclo

2o ciclo

4o ciclo

4 cópias 8 cópias 16 cópias 32 cópias 60 bilhões de cópias

35 ciclos



TERMOCICLADOR



VISUALIZANDO O MATERIAL AMPLIFICADO



https://www.youtube.com/watch?v=rn40R5w5Fkw

https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo

ANIMAÇÕES



"The emergence of recombinant DNA technology occurred via 
the appropriation of known tools and procedures in novel ways 
that had broad applications for analyzing and modifying gene 

structure and organization of complex genomes. Although 
revolutionary in their impact, the tools and procedures per se 
were not revolutionary. Rather, the novel ways in which they 

were applied was what transformed biology."

Paul Berg and Janet E. Mertz  (Personal Reflections on the 
Origins and Emergence of Recombinant DNA Technology, DOI: 
10.1534/genetics.109.112144)



Um exemplo de aplicação…



My name is Coli…
Escherichia coli…

What’s your 
name?

ESTUDO DIRIGIDO

1. O que é transformação bacteriana? Qual o princípio? Quais as aplicações? 
2. Como se faz a seleção de uma bactéria transformada?
3. O que é a PCR? 
4. Qual aplicação dessa técnica?


