
TECNOLOGIA DO DNA 
RECOMBINANTE

PARTE I

HISTÓRICO 
ENZIMAS DE RESTRIÇÃO

VETORES
ELETROFORESE

Patricia Schaker

23.08.2017



HOMO SAPIENS: UMA ESPÉCIE TECNOLÓGICA

•Antes mesmo do homem compreender os processos biológicos
(hereditariedade, DNA, genes, proteínas), os recursos naturais já
eram explorados e artificialmente selecionados.

•Requer variação genética.

Plantas

Animais

Micro-organismos



MENDEL E AS LEIS DA HERANÇA

Resultados previsíveis e estáveis.

Manipulação de cruzamentos e
melhoramento genético.

SERES VIVOS: HEREDITARIEDADE E 
VARIAÇÃO
Mecanismos desconhecidos.

Cruzamentos experimentais → híbridos 
instáveis.

Resultados imprevisíveis e instáveis.



Tecnologia do DNA Recombinante:

➢ Conjunto de ferramentas moleculares (técnicas) que permitem identificar, isolar, modificar e

multiplicar genes de quaisquer organismos

➢ A técnica central da metodologia do DNA recombinante é a clonagem molecular.

A clonagem de DNA a partir de qualquer organismo exige cinco etapas gerais:

1. Corte do DNA em locais precisos (Enzimas de restrição). 

2. Seleção de uma pequena molécula de DNA capaz de autorreplicação (vetores de clonagem), que 

atuam como um carreador ou agente de entrega). 

3. Ligação de dois fragmentos de DNA covalentemente (DNA-ligase), dando origem ao DNA 

recombinante.

4. Deslocamento do DNA recombinante do tubo de ensaio para um organismo hospedeiro. O organismo

hospedeiro fornece a maquinaria enzimática para replicação do DNA. (Transformação)

5. Seleção ou identificação de células hospedeiras que contêm o DNA recombinante. 

Os métodos usados para realizar essas tarefas e outras relacionadas são coletivamente referidos como 

tecnologia do DNA recombinante ou engenharia genética.



“PRINCÍPIO TRANSFORMANTE”

1928 - Experimento de Griffith
S=virulentas

R=não virulentas



TRANSFERÊNCIA DE DNA NA NATUREZA
1944 - Avery: DNA era o “princípio transformante”



HISTÓRICO
1953 – Estrutura do DNA (Watson e Crick)

1956 – Isolamento da DNA polimerase (Kornberg)

1961 – Elucidação do processo de síntese de proteínas (Jacob e Monod)

1966 – Isolamento da DNA ligase (Weiss e Richardson)

1970 – Purifica-se a primeira enzima de restrição tipo II: o Hind II (Smith e Wilcox)

1972 - Paul Berg: enzima de restrição, DNA ligase:

Primeira molécula de DNA recombinante



1973 – Primeiro organismo geneticamente modificado



1973 – Transferência de DNA de eucarioto para procarioto



Como obter um DNA recombinante?

Organismo de interesse

Extração do DNA total

Clivagem do DNA genômico ou PCR

Ligação dos fragmentos em vetores

Armazenamento dos vetores em hospedeiros

DNA recombinante é feito pela separação de um fragmento 

de DNA de interesse de um doador e sua ligação em uma 

molécula de DNA pequena de replicação rápida (vetor)



Enzimas de restrição: tesoura biológica

➢Endonuclease de restrição (Endo = dentro; nuclease= 
quebra)

➢Proteínas que reconhecem e clivam (CORTAR) a molécula 
de DNA em sequências específicos (sítios de restrição), 
geralmente de 4, 6 e 8 pares de bases (pb) – sequências
palíndromicas

➢Cliva o DNA nas ligações fosfodiester



Enzimas de restrição
 Naturalmente produzidas por bactérias: mecanismo de defesa contra fagos

 Diferentes linhagens de bactérias produzem diferentes enzimas de restrição

Sistema de restrição/modificação: combinação de enzimas de restrição com
metilases

✓ hidrólise do DNA “estranho”

✓ proteção do DNA celular relativamente as enzimas de restrição através da
adição de grupos metil às bases A ou C

✓DNA metilase possui a mesma sequência de reconhecimento que os
enzimas de restrição



Nomenclatura das enzimas de restrição

BamHI: Bacillus amyloliquefaciens

HaeIII: Haemophilus aegyptius

PstI: Providencia stuartii

RY 13

Exemplo: EcoR I

Escherichia coli 1º enzima a ser 
descoberta nesta 

bactéria

Gênero

Espécie Estirpe

Ordem de 
descoberta

 O nome da enzima é derivado do nome da linhagem e espécie 

bacteriana em que foi isolada:



Tipos de enzimas de restrição



Enzimas de restrição: extremidades coesivas e extremidades 
cegas



Enzimas de restrição: extremidades coesivas e extremidades 
cegas



Juang RH (2004) BCbasics
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DNA recombinante

Enzimas de restrição otimizam a produção do DNA recombinante



DNA ligase

As extremidades obtidas por 

corte com uma determinada 

enzima (compatíveis) emparelham 

e a sua ligação com a DNA ligase

reconstitui a molécula de DNA

• Para refazer a ligação 

fosfodiester é necessário ATP



VETORES



cromossomo plasmídeos

cromossomo plasmídeos

Divisão celular

✓ ocorrem naturalmente em algumas bactérias;

✓ são moléculas de DNA dupla fita e circular;

✓ muitas vezes carregam genes para resistência a antibióticos;

✓ replicação independente da replicação cromossômica (apresentam 

uma origem de replicação independente).

VETORES



CONJUGAÇÃO BACTERIANA



Vetores de clonagem

Plasmídeos modificados que permitem a construção de um DNA recombinante

1. devem apresentar origem de replicação;

2. devem apresentar um gene para seleção (gene para resistência a antibiótico);

3. devem apresentar múltiplos sítios de clonagem (poli-linker)

✓ Origem de replicação

✓ Genes para 

resistência a 

antibióticos

Permite que a célula

hospedeira cresça em

meio seletivo

✓Múltiplos sítios

de clonagem

Permite a inserção de 

DNA exógeno



Vetores de clonagem

BAC – Cromossomo artificial bacteriano

DNA muito longos (normalmente 

100.000 a 300.000 pb) 

YAC – Cromossomo artificial de levedura

(inserto até cerca de 2 x 106 pb)



Vetor de clonagem

DNA de interesse

EcoRI
EcoRI

EcoRI

Extremidades coesivas

Ligação

DNA recombinante

Enzima de Restrição

Enzima de Ligação



 Transformação química

 Eletroporação

Inserção do DNA dentro da célula bacteriana – PRÓXIMA AULA

TRANSFORMAÇÃO



SELEÇÃO DAS COLÔNIAS TRANSFORMANTES -
CLONES

Antibiótico + 

coloração por 

atividade enzimática

2 antibióticos
Antibiótico + 

proteína tóxica 

MC+ ampicilina MC+ ampicilina

+tetraciclina

MC+ ampicilina

+IPTG
MC+ ampicilina



COMO VISUALIZAR O DNA? ELETROFORESE
Permite a separação de moléculas de DNA de acordo com o tamanho 
dos fragmentos 

ELETROFORESE



ELETROFORESE



ELETROFORESE 



Brometo de etideo – molécula que intercala o DNA e é fluorescente





Perfil do DNA total tratado com enzima 
de restrição na eletroforese



RESUMINDO...

As enzimas de restrição permitem que regiões de interesse do DNA 
de organismos diferentes se unam formando um “DNA recombinante”

As enzimas de restrição do tipo II são as mais interessantes para a 
tecnologia do DNA recombinante

Reconhecem sequências palindrômicas e podem gerar extremidades 
“coesivas” ou “cegas”

Princípio da eletroforese: separação de moléculas de DNA de acordo 
com o tamanho do fragmento sob voltagem 



ESTUDO DIRIGIDO

1.Tecnologia do DNA recombinante;

2. Variabilidade Genética e o Melhoramento Genético;

3. Definição de Enzimas de Restrição;

4.Tipos de extremidades que são geradas por enzimas de restrição;

5.Aplicações das Enzimas de Restrição;

6.Vetores e Plasmídios;

7. Características dos Vetores de clonagem;

8. Definição de Transformação Genética;

9. Tipos de transformação genética em Bactérias;

10. Tipos de transformação genética em Plantas.



Perfil do plasmídeo tratado com enzima de 
restrição na eletroforese



1 kb

10 kb

C       A      B     A+B

Enzimas de restrição: A e B


