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Bactéria 

(B. thuringienses) 

Extração e isolamento do 

fragmento de DNA de interesse 

Clonagem molecular Transformação 

genética 

Cultura de 

célula e tecido 

Criação 

 da planta  

(Resistência 

à inseto) 

Organismo de interesse 
Exemplificando... 



COMO FAZER UM DNA RECOMBINANTE?  
 

Organismo de interesse 

 

Extração do DNA total 

 

Clivagem do DNA genômico ou PCR 

 

Clonagem dos fragmentos em vetores 

 

Armazenamento dos vetores em hospedeiros 



 
 Enzimas:     enzimas de restrição 
          DNA ligase 
 
  
 Vetores:      plasmídios 
          fagos (vírus de bactérias) 
          cosmídeos 
          cromossomos artificiais 
           
 
 Hospedeiros:  E. coli 
   levedura 
   células animais 
   células vegetais 

FERRAMENTAS UTILIZADAS NA TDR 



Quais colônias nos 
interessam e por quê? 

Relembrando...  



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 

branca 
Ágar + ampicilina + X-gal 

Sítio múltiplo de 

clonagem 

Gene de resistência 

à ampicilina 

pUC18 

pUC18 



Gene cry 



Gene cry1Aa  - 3.800 pb 



“POLYMERASE CHAIN REACTION” - PCR 

Desnaturação 

94oC  
 

Anelamento  

55oC  
 

Extensão 

 72oC 



DNA molde 

Primers 

DNA polimerase 

A  T  C  G 
Nucleotídeos  

H2O + tampão + Mg2+ 

REAÇÃO DA PCR 



REAÇÃO DA PCR 



PCR - Termociclador 



DIGESTÃO – ENZIMAS DE RESTRIÇÃO 

https://www.facebook.com/beingscientist.17/videos/1992362070995882/ 



DIGESTÃO – ENZIMAS DE RESTRIÇÃO 

Produção da enzima 

β-galactosidase 

X-gal é clivado = colônia azul 



1. DNA MOLDE : plasmídeo / DNA genômico 

 

2. Enzima 

 

3. Tampão 

 

4. Água  

INCUBAÇÃO EM BANHO MARIA 

(37°C por 12h) 

DIGESTÃO – ENZIMAS DE RESTRIÇÃO 



ELETROFORESE 



ELETROFORESE 



Pocinho 

do gel 
Amostra 

1 Marcador 1Kb   

2 Plasmídeo integro   

3 Plasmídeo digerido   

4 PCR controle   

5 PCR inserto     

6 DNA genômico   

7 DNA genômico digerido   

ELETROFORESE 

/ 

/ 



RELATÓRIO DA AULA PRÁTICA 

1. Encontre no plasmídeo puC 18 as três característica 
essências que um vetor deve ter. Descreva a 
importância de cada uma delas. 
 
 

2. Explique o sistema LacZ no plasmídeo pUC18 que 
garante que colônias azuis não contem o inserto 
desejado. 



M P PD PCR DNA C 

3. Esquematize o resultado da PCR utilizando como 
DNA molde: 
1 – Marcador molecular  
2  - Plasmideo proveniente de colônia azul 
3 -  Plasmídeo proveniente de colânia branca 
4. – Controle 
 
Obs: indique o tamanho das bandas obtidas 
 
 
4. Qual a importância de usar um controle negativo 
na reação de PCR? 



5. A partir da sequência do gene cry abaixo, proponha um Primer Foward  (PF) e um Primer Reverse (PR), ambos com 
aproximadamente 15 bases. 5.. Indique a direção 5’ – 3’de cada um deles. Lembrando a sequência abaixo está na 
direção 5’ – 3’. 

… 



6. Esquematize o resultado da digestão de DNA 
utilizando os DNA’s abaixo: 
1 – Marcador molecular  
2  - Plasmideo proveniente de colônia azul 
3 -  Plasmídeo proveniente de colônia branca 
4. – DNA da bactéria BT 
 


