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1. DNA recombinante: 

- Sistemas Procarióticos - Vetores de Clonagem e Expressão. 

2. Enzimas utilizadas em Clonagem molecular: 

- Digestão de DNA - enzimas de restrição

- Ligação

3. Transformação de células procarióticas

Atividades



Como produzir uma proteína  
recombinante?

10 - 70%
da proteína 

celular

0.1 - 1%  da 
proteína 
celular



https://www.southampton.ac.uk/

http://www.southampton.ac.uk/


Diagram of a simple cloning vector derived from a plasmid, a circular, double-
stranded DNA molecule that can replicate within an E. coli cell.



DNA Recombinante



Vetor de Clonagem



Vetor de 
Clonagem
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Vetor de Expressão



1 2 3 54 6 7

1- Regulador do promotor: Proteína que modula o promotor

2- Promotor: Deve ser forte (lac, trp, tac, pL, gene 10 do fago T7)

3- Seqüência Shine-dalgarno: Sitio de ligação do ribossomo, (RBS).

4- Região codificadora: sítios de múltipla clonagem

5- Terminador de transcrição: Estabiliza o mRNA

6- Marcador genético (antibiótico de seleção)

7- Ori: Origem de replicação.

Elementos de um vetor de expressão procariótico
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Clivagem com enzimas de restrição BamHI e KpnI

Ligação com enzima DNA Ligase

Estratégia de Clonagem no Vetor de Expressão

Promotor

Vetor de Expressão

Sítio de Múltipla Clonagem





Select the best expression host for your work!

https://www.thermofisher.com

http://www.thermofisher.com/


Atividade 2: Extração de DNA plasmidial de bactérias em pequena escala: “Miniprep”

(Plasmid DNA Purification using the QIAprep Spin Miniprep Kit, www.qiagen.com)

Procedimento:
1. Realizar uma cultura de E.coli, contendo o plasmídeo, em 5 mL de meio LB com antibiótico, incubar por 
12-18 h sob agitação à 37°C.
2. Posteriormente, colocar 1,5 mL da cultura em microtubo de 1,5 mL.
3. Centrifugar à 10.000 rpm em temperatura ambiente por 5 minutos e remover o sobrenadante.
4. Acrescentar 1,5 mL da cultura nos respectivos tubos e repetir os passos 2 e 3.
5. Suspender o sedimento bacteriano em 250 µL da Solução P1.
6. Acrescentar 250 µL da Solução P2. Misturar por inversão, NÃO VORTEXAR OS TUBOS. Uma solução 
viscosa deverá ser formada imediatamente devido à lise das células.
7. Acrescentar 350 µL da Solução N3. Misturar por inversão, NÃO VORTEXAR OS TUBOS. Um precipitado 
branco deverá ser formado imediatamente. Este precipitado contém DNA genômico e restos celulares. O 
DNA plasmidial permanecerá em solução.
8. Centrifugar os tubos à 12.000 rpm, temperatura ambiente, por 10 minutos.
9. Remover 750 µL do sobrenadante cuidadosamente e transferi-lo para coluna QIAprep Spin, com tubo 
reservatório. 
10. Centrifugar os tubos à 10.000 rpm, temperatura ambiente, por 1 minuto, descartar o líquido do tubo 
reservatório.
11. Lavar a coluna QIAprep Spin, adicionando 0.75 mL de solução PE
12. Em seguida, centrifugar à 10.000 rpm, temperatura ambiente, por 1 minuto.
13. Descartar o líquido do tubo reservatório, centrifugar à 10.000 rpm, temperatura ambiente, por 1 
minuto.
14. Transferir a coluna QIAprep Spin a tubo limpo, eluir o DNA por adição de 60 uL de solução EB (10 mM
Tris·Cl, pH 8.5) ou água. 
15. Centrifugar os tubos à 10.000 rpm, temperatura ambiente, por 1 minuto, descartar a coluna QIAprep
Spin, o DNA está em solução.
16. Realizar a Eletroforeses e quantificar.



Enzimas de Modificação de DNA e Mapas de restrição

1. Enzimas de Restrição 

Restriction-recognition sites are short DNA sequences recognized and cleaved  

by various restriction endonucleases.

Extremos coesivos Extremos cegos

EcoRI HindII

RADAR







2. DNA Ligase: Junção de moléculas

Formação do 
enlace fofodiéster



Clivagem e ligação de duas moléculas de DNA com EcoRI --->  
DNA Recombinante



3. T4 polynucleotide kinase

• Transfers gamma phosphate of ATP to the 5’ end of polynucleotides

• Useful for preparing DNA fragments for ligation (if they lack 5’  

phosphates)

• Useful for radiolabelling DNA fragments using gamma 32P ATP as a  

phosphate donor



4. Fosfatasa alcalina

• Remoção do 5’ (e 3’) fosfato dos polinucleotídeos

• Useful for treating restricted vector DNA sequences prior to ligation  

reactions, prevents religation of vector in the absence of insert DNA



Mapa de Restrição



Mapa de Restrição



Eletroforeses de DNA
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PM1   PM2     1         2        3         4

Figura 1. Eletroforeses em gel de agarose 1% da análise de restrição do DNA plasmidial contendo o gene Fosfatase
alcalina bacteriana. Amostra de 17 uL de DNA foi clivada com 1 uL de enzima de restrição. Linha 1: EcoRI; linha 2:
BamHI; linha 3: EcoRV; linha 4: Não clivado. PM1: Peso Molecular 1 kb DNA ladder. PM2: Peso Molecular 1 kb DNA
ladder. Aplicados 20 uL da reação + 4 uL de tampão de corrida. Corante SYBR SAFE DNA gel stain (Lifetechnologies,
USA).

PM1



Procedimento geral para clonagem de um fragmento de DNA em um 
vetor plasmidial





Transformação de célula procariótica por Eletroporação



Figure 11.13

Well-developed  
genetics

Many strains  
available  

Best known  
bacterium

Easily transformed  
Nonpathogenic  
Naturally secretes

proteins
Endospore formation  

simplifies culture

Well-developed  
genetics

Nonpathogenic  
Can process mRNA

and proteins  
Easy to grow

Potentially  
pathogenic

Periplasm traps  
proteins

Genetically unstable  
Genetics less

developed than  
in E. coli

Plasmids unstable  
Will not replicate  

most bacterial
plasmids

Advantages Disadvantages

Escherichia coli Bacillus subtilis Saccharomyces  
cerevisiae

Bacteria Eukaryote

© 2012 Pearson Education, Inc.



Obrigado

fscha@usp.br

USP – 2º Semestre 2024


