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TECNOLOGIA	DO	DNA	RECOMBINANTE:	CLONAGEM	E	
TRANSFORMAÇÃO	BACTERIANA	

ü  Módulo 1: Revisão do conceito de tecnologia do DNA recombinante 
ü  Módulo 2: Clonagem 
ü  Módulo 3: Transformação bacteriana 
ü  Módulo 4: Seleção de transformantes 
ü  Questionários e-disciplinas 



 
Revisão do conceito de tecnologia do DNA recombinante 
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Sítio	de	clonagem	múltipla	

Aumenta a versatilidade do vetor plasmidial 



CLONAGEM	CELULAR	
	Clone	é	uma	coleção	de	moléculas	ou	células,	todas	idênticas	a	uma	molécula	ou	

célula	original	

Digestão do 
vetor com 
enzima de 
restrição 

Digestão do 
DNA exógeno 
com enzima 
de restrição 

Ligação com 
DNA ligase: 
obtenção 

DNA 
recombinante 

Transformação: 
inserção do 

DNA 
recombinante 
no hospedeiro 

Clonagem: 
replicação do 

DNA de 
interesse no 
hospedeiro 

Gene de 
interesse  

(DNA exógeno) 



Dependente	de	células	vivas	 Independente	de	células	vivas	(PCR)	

	
CLONAGEM	MOLECULAR	

1a etapa 
Incorporação do gene de 
interesse no plasmídeo 

2a etapa 
Amplificação da molécula de DNA 

recombinante in vivo 

DNA polimerase 
Replicação da sequência de DNA de 

interesse in vitro - PCR 



Etapas	para	clonagem	

1.  Digestão do vetor e fragmento de DNA (gene de interesse) com enzima 
de restrição 

 
2.  Obtenção do DNA recombinante por meio da DNA ligase 
 
3.  Transformação (introdução do DNA recombinante na célula 

hospedeira) 
 
4.  Clonagem (replicação do DNA recombinante na célula hospedeira) 
 
5.  Isolamento, sequenciamento e manipulação do fragmento de DNA 

purificado 



A	clonagem	do	DNA	permite	que	qualquer	proteína	seja	produzida	em	
grande	quantidade	

VETOR  
DE  

EXPRESSÃO 

Vetores de expressão: 
Plasmídeos que foram projetados para 
produzir uma grande quantidade de 
RNAm que pode ser traduzido de forma 
eficiente em proteína quando o 
plasmídeo é introduzido em células 
hospedeiras (bactéria, levedura, inseto, 
planta ou mamífero) 



DNA	recombinante	é	inserido	em	organismos	hospedeiros	
por	transformação		

Tempo de geração bactérias: 20 min 

Curva de crescimento 



INCOMPETENTE!!!	

CÉLULAS	COMPETENTES	

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

Bacillus subtilis 

Escherichia coli 



TRANSFORMAÇÃO	QUÍMICA	
Mecanismo	molecular	proposto	para	explicar	a	transformação	de	E.	coli	com	uma	molécula	de	

DNA	exógeno.		

Mandel	e	Higa,	1970		

Mecanismo	de	captação	do	DNA		

++	 Íons de cálcio (Ca2+) 



TRANSFORMAÇÃO	QUÍMICA	

Suspensão	de	células	
competentes	

+	

Moléculas	de	DNA	
recombinante	

=	
Incubar	30	
min	0oC	
gelo	

	

Choque	
térmico	

(42°C/30	s)	

Temperatura de 0oC: diminuir a fluidez da 
membrana 
Choque térmico: desbalanço térmico, 
bombeamento do DNA através da zona de adesão 

Tratamento com íons de 
cálcio em fase logarítimica 

(canais na membrana)  

 

Íons de cálcio neutralizam 
a carga negativa do fosfato 

do DNA 



TRANSFORMAÇÃO	POR	ELETROPORAÇÃO	

Suspensão  
de células 

Eletrodo Eletrodo 

Cuveta 

Pulso elétrico 
(campo elétrico) 

Eletroporador 

ü  Aumenta a permeabilidade da membrana 
ü  Lipídeos sofrem rearranjo, criando canais  

Pulso elétrico 
(campo elétrico) 



O	DNA	recombinante	pode	ser	copiado	no	interior	de	células	
bacterianas	

Construção	

Célula	de	E.coli	

Transformação	

Meio	seletivo	

Clones	recombinantes	

Ex:	Meio	com	antibiótico	(ampicilina)	

SELEÇÃO	DE	CLONES	RECOMBINANTES	



A	eletroforese	em	gel	permite	a	separação	entre	os	DNAs	do	vetor	e	do	
fragmento	clonado	

Construção	

Célula	de	E.coli	

Transformação	

Meio	seletivo	

Clones	recombinantes	



ETAPAS	PARA	OBTENÇÃO	E	SELEÇÃO	DE	CLONES	RECOMBINANTES	
1.  Digestão com a enzima de restrição para ambos os DNA 

(do vetor e do gene de interesse) 

 
2.  Inserção do gene de interesse no vetor – DNA ligase 

 
3.  Por transformação, o DNA recombinante é inserido no 

organismo hospedeiro (bactéria E.coli) 

 
4.  Clonagem do DNA recombinante através do cultivo do 

organismo hospedeiro em meio seletivo 

5.  Seleção da célula contendo o DNA recombinante através 
da marca de seleção ao antibiótico 
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Células controle (não transformadas) 
Clones sensíveis a tetraciclina 



Gene	lacZ	ativo	

Produção	da	enzima	β-galactosidase	

X-gal	é	metabolizado	=	colônia	azul	

Gene	lacZ	interrompido	

Não	há	produção	da	enzima	β-
galactosidase	

X-gal	não	é	metabolizado	=	
colônia	branca	

Ágar	+	ampicilina	+	X-gal	

Sítio	múltiplo	de	
clonagem	

pUC8	
Vieira	&	Messing,	1982	

Gene	de	
resistência	à	
ampicilina	

SELEÇÃO	DE	CLONES	RECOMBINANTES	

Gene	lacZ	=	codifica	a	enzima	β-galactosidase	
X-gal ou 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactosídio (incolor) 

β-galactosidase 
Galactose + 5-bromo-4-cloroindigo (azul) 



Plasmídeo	com	inserto	

	

ü Resistência	à	ampicilina	

ü LacZ	não	funcional	

ü Colônias	brancas	

Sem	plasmídeo	

	

ü Sem	resistência	à	ampicilina	

ü Sem	gene	LacZ		

ü Sem	crescimento		

Célula	bacteriana	
DNA	cromossomal	

POSSÍVEIS	RESULTADOS	APÓS	A	ETAPA	DE	TRANSFORMAÇÃO	

Plasmídeo	sem	inserto	

	

ü Resistência	à	ampicilina	

ü LacZ	funcional	

ü Colônias	azuis	

*MC	=	Meio	de	cultura	

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

Amp.	 Amp.	

Inserto	

Gene	lacZ	=	codifica	a	enzima	β-galactosidase	



Quais	 colônias	 nos	
interessam	e	por	quê?	

SELEÇÃO	DE	CLONES	RECOMBINANTES	

Gene	lacZ	=	codifica	a	enzima	β-galactosidase	



Vegetais	transgênicos		
Plasmídeo	Ti	de	Agrobacterium	tumafaciens	



Vegetais	transgênicos		
Plasmídeo	Ti	de	Agrobacterium	tumafaciens	

Explante inicial 
(folha) 

Disco foliar 

Cultivo com bactéria em 
meio líquido 

Plaqueamento em meio 
sólido seletivo 

Por totipotência, os discos 
foliares transformados dão 
origem a uma planta inteira 

Seleção de plantas 
transformadas 

Planta 
transgênica 
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plasmídeos)  
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incorporam o 

plasmídeo, não 
cresce na presença 

do antibiótico 

APLICAÇÕES	DA	TECNOLOGIA	DO	DNA	RECOMBINANTE	



Manipulação	do	DNA	–	DNA	recombinante	
TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE 

PRODUÇÃO DE INSULINA HUMANA 



ESTUDO	DIRIGIDO	
	
1.  O	que	é	transformação	bacteriana?		
2.  Qual	o	princípio	da	transformação	bacteriana?		
3.  Quais	as	aplicações	da	transformação	bacteriana?		
4.  Como	se	faz	a	seleção	de	uma	bactéria	transformada?	
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