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Tecnologia de DNA Recombinante e 
técnicas de estudo da expressão gênica

1- Purificação de DNA/RNA

2- Análise de DNA
Eletroforese Desnaturante/Não desnaturante
Análise de restrição
Marcação de sondas de DNA e Southern blot
Sequenciamento

3- Clonagem e Manipulação de DNA
Ferramentas de Clonagem: enzimas e vetores
Produção de DNA recombinante
Amplificação (PCR)
Construção e Screening de bibliotecas: - genômica

- de cDNA
Clonagem em E. coli, levedura, células animais e vegetais
Expressão e Purificação de Proteínas Recombinantes

4- Estudos de expressão gênica: técnicas de análise e quantificação de RNA

Northern blot
RT-PCR e Real Time RT-PCR
Técnicas de estudo da regulação da expressão gênica

DNA footprinting
Band shift
Transfecção com gene reporter
Duplo-híbrido
CHIP (chromatin immunoprecipitation

Técnicas de estudo de expressão gênica em escala genômica
DNA Microarray
Análise de EST (expressed sequence tags) 
SAGE (serial analysis of gene expression)

5- Estudos de genoma: técnica de sequenciamento, montagem e análises 

Purificação de DNA/RNA

• DNA
nuclear ou mitocondrial
bactéria, células animais ou vegetais
DNA de alto peso molecular
DNA plasmidial

• RNA
nuclear, citoplasmático ou RNA total
cuidadados para evitar degradação

- tratamento da vidraria (DEPC, 180º /2hs)
- uso de inibidores de RNAses

Lise � Desproteinização � Precipitação

Purificação de DNA/RNA

Gel de agarose 1%

Purificação de DNA plasmidial pela técnica de Mini-prep

Centrifugação da cultura

Ressuspensão em Tampão

Lise bacteriana em pH alcalino (com NaOH/SDS)

Neutralização do Lisado (com acetato de potássio)

Centrifugação e descarte do DNA cromossômico

Extração com fenol ou cromatografia

Precipitação do DNA Plasmidial no sobrenadante (etanol ou isopropanol)

Eletroforese de DNA/RNA Análise e quantificação de DNA/RNA

. Gel de agarose: desnaturante
(> 100 pb) não desnaturante

. Gel de poliacrilamida:  desnaturante
(< 1000 pb) não desnaturante

. Gel em campo pulsátil (PFGE, agarose)
(> 10 kb)

Quantificação por espectrofotometria:

- DNA � 1 UA260nm = ~50 µg/mL

- RNA � 1 UA260nm = ~30 µg/mL

50   40   30   20   10   5ng
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Análise de DNA de alto PM em PFGE Análise eletroforética de DNA e Cromatina

Perfil de eletroforese após tratamento com DNAse

DNA purificado
Cromatina

Análise de RNA

3 tipos de RNA na célula:
85% - rRNA (2.000 e 3000 nt)
10% - tRNA (150 nt)

5% - mRNA (variável)

Síntese de DNA “in vitro”

- DNA polimerase de E. coli
Sequenciamento
Marcação de sondas com 32P

- Polimerases termo-resistentes (Taq polimerase, Pfu polimerases)
Amplificação de fragmentos (PCR)
Construção de quimeras
Mutagênese sítio dirigida
Marcação de sondas com 32P
Sequenciamento

- Transcriptase Reversa
Produção de cDNA (RT-PCR)

Amplificação de DNA por PCR

Sistema de reação:
DNA molde (100 ng)
Iniciadores (5 µM)
dNTPs
Tampão com MgCL2
Taq polimerase

Protocolo de amplificação:
Desnaturação: 95º C
Anelamento: 50º C
Extensão: 72º C

25x

Fatores que influenciam os resultados de PCR

�Tamanho e composição dos primers

�Temperatura de anelamento

�Concentração do DNA molde

�Concentração de MgCl2

PM  C   T
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Análise de DNA/RNA por Southern/northern blot Marcação de sondas

P P P
A,C,G,T

γ        αγ        αγ        αγ        α

A- com DNA polimerase
DNA molde
primers
dNTPs
α 32P dCTP

B- com polinucleotídeo cinase
fragmento defosforilado
γ 32P ATP

Marcação não radioativa de sondas Análise de DNA por Southern blot: localização de 
um gene no genoma

Análise de DNA por Southern blot: 
identificação de suspeitos de um crime

Fatores que influenciam a hibridação de 
sondas de DNA: 

� Tamanho e composição da sonda

� Temperatura de hibridação

� Concentração da sonda

� Concentração de sal
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Clonagem de fragmentos de DNA

Ferramentas de clonagem
Enzimas: enzimas de restrição

DNA polimerases
DNA ligase/Topoisomerases
Fosfatases

Vetores: plasmídios
fagos
cosmídeos
BACS/YACS
vírus

Hospedeiros: E. coli
levedura
células animais
células vegetais

Clonagem de DNA

Enzimas de Restrição

BglII

Sítios de Reconhecimento de 
Enzimas de Restrição

Produtos de digestão com 
Enzimas de Restrição

Extremidades coesivas

Extremidades abruptas (cegas)

Uso de enzimas de restrição
em análises de RFLP

M
ar
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Vetores de clonagem

pX

Sítios múltiplos de clonagem

Vetores de Clonagem Bacterianos

• Plasmídeos: circular, fragmentos até 10 kb
• Bacteriófagos: Linear, fragmentos até 20 kb
• Cosmídeos: circular, fragmentos até 40 kb
• BACs (cromossomo artificial bacteriano): até 300 kb

de levedura:
• YACs: até 1 Mb
(cromossomo artificial de levedura)

de mamíferos:
pCDNA

Vetores de clonagem: pUC

O SÍTIO MÚLTIPLO DE CLONAGEM DO pBluescript

Bacteriófagos
insertos até 20kb

Cosmídios

BACs e YACs: insertos até 1 Mb

Vetores de clonagem

Ligação de fragmentos de DNA obtidos por digestão
com enzimas de restrição

Kb

1         2      PM

0,5

1,0

2,0

Clivagem do inserto clonado
no vetor com enzima de restrição

- + EcoRI

Ligação de Produtos de PCR

Topo vector: Topoisomerase
Covalentemente ligada ao vetor

+ Ligase
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Vetores de clonagem de Produtos de PCR
Inserção de plasmídeos em bactérias

Métodos de introdução de DNA nas células

Permeabilização com CaCl2

Precipitação do DNA 

Eletroporação

Gene gun

Seleção de clones recombinantes

Seleção de clones 
recombinantes com X-Gal

X
+ Amp

+ Amp
X-Gal

Estratégias para aumentar a eficiência de clonagem

� Aumentar a relação inserto/vector

� Defosforilar o vector com fosfatase alcalina

� Utilizar vetores com topoisomerase covalentemente ligada

� Clivar o vetor e o inserto com duas enzimas de restrição
(clonagem unidirecional)

Eco RI

Bam HI

Eco RI

Bam HI

Eco RI

Bam HI
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Sequenciamento de DNA: 
o método de Sanger

Polimerização do DNA a ser sequenciado (molde)
na presença de:

DNA polimerase
primer
dNTPs
ddNTPs

Sequenciamento de DNA: o método de Sanger

primer polimerase

dNTPs

template

F-ddNTPs

SEQUENCIAMENTO AUTOMÁTICO 
Sequenciamento em capilar

Programas
“base calling” Programas

“phred”

Sequenciamento com o sistema 454

Totalmente automatizado
(construção da biblioteca, amplificação dos
fragmentos, sequenciamento, montagem)

PicoTiter plate 
(860 mil  ou 1,6 millhões de wells)

20 milhões de bases/corrida

http://www.454.com
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Construção de bibliotecas de DNA

� bibliotecas genômicas
� bibliotecas de cDNA

DNA

Fragmentação

Inserção em vetores

Transformação

mRNA

Síntese de cDNA

Inserção em vetores

Transformação

Bibliotecas de DNA

Genômica de cDNA

a partir de DNA genômico a partir de transcrição reversa
fragmentado de qualquer tecido de mRNA de um tecido específico

Frequência do clone frequência do clone depende da 
independe do nível de expressão expressão do mRNA no tecido utilizado

pode conter promotores não contem promotores ou introns
e introns

não pode ser usada para expressão pode ser usada para expressão 
Heteróloga em bactéria em bactéria se o vetor tiver promotor

e outros sinais adequados

Utilizada para sequenciamento de utilizada para sequenciamento de
genoma, mapeamento, sequencias expressas (ESTs), estudos
estudo de sequências de função do gene, expressão de 
regulatórias, etc proteínas em bactárias

Construção de bibliotecas genômicas
DNADNADNADNADNADNADNADNA
total total total total total total total total 

Sequenciamento completo
dos clones e montagem
do genoma

Screening dos clones de interesse:
- com sondas de DNA
- com anticorpos

Fragmentação
enzimática ou mecânica

Ligação a
um vetor

Construção de bibliotecas de cDNA

mRNA totalmRNA total

Ligação a um vetor

Screening
de clones

ou análise
de ESTs

Screening de bibliotecas

Marcação
de sonda 

com sondas de DNA

Screening de bibliotecas
com anticorpos

>>

transfer to membrane

Incubation with anti-IgG
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Screening de bibliotecas
pela atividade da proteína:

- atividade enzimática
- complementação de mutação
(em bactéria ou leveduras)

Uso de BACs e YACS
para construção de

bibliotecas genômicas
com insertos de

grandes tamanhos

Construção de bibliotecas
de Metagenomas

�Análise da diversidade biológica

�Identifcação de novos produtos

cromatografia de afinidade

nativa desnaturada

Coluna de Ni

glutationa

ou maltose

/pGEX/pMAL

Obtenção de proteínas 
recombinantes em E. coli


