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Hospedeiro

O Hospedeiro é um sistema vivo estável,

no qual o vetor pode ser propagado.

O vetor é o mensageiro do gene a clonar.



Que atributos deverão ter as células 

hospedeiras?

Algumas estirpes bacterianas e de

levedura foram desenvolvidas para as

experiências de DNA recombinante.



Que atributos deverão ter as células 

hospedeiras?

Os vetores de clonagem devem ter a origem de

replicação (ori) compatível com o hospedeiro.

Para que um dado plasmídeo se replique nas

células, estas têm de reconhecer o seu local ori

e aí recomeçar a replicação do DNA.



Que atributos deverão ter as células 

hospedeiras?

Por razões de segurança, as células

hospedeiras não devem se reproduzir na

natureza, o que reduz a probabilidade de

infecções acidentais de pessoas que

trabalham nos laboratórios e da população

em geral



Que atributos deverão ter as células 

hospedeiras?

Deve-se evitar a transferência do DNA de

uma célula hospedeira para outra, de

modo a impedir a disseminação do DNA

recombinante nas populações naturais

dos organismos.



Tipos de células hospedeiras

O tipo de células hospedeiras usadas para

uma aplicação particular deve depender

do objetivo das experiências de clonagem.

Se o objetivo é isolar um gene para uma

análise estrutural, é mais indicado um

sistema simples que seja fácil de usar.



Tipos de células hospedeiras

Se o objetivo é expressar a informação
genética em grandes quantidades, um
sistema mais específico deve ser
recomendado.

Freqüentemente um simples hospedeiro
primário é usado para isolar a seqüência
que é depois introduzida dentro de um
sistema mais complexo para expressão.



Tipos de células hospedeiras usadas para 

engenharia genética

Grupo Procariótica / 

Eucariótica

Tipo exemplos

Bactéria Procariótica Gram -

Gram +

Escherichia coli

Baccilus subtilis

Streptomyces spp

Fungos Eucariótica Unicelulares

Multicelular

Saccharomyces cerevisiae

Aspergillus nidulans

Plantas Eucariótica Cloroplastos

Células inteiras

Todo o organismo

Vários tipos

Vários tipos

Vários tipos

Animais Eucarióticas Células inteiras

Células de mamíferos

Todo o organismo

Drosophila melanogaster

Vários tipos

Vários tipos



Hospedeiros

A maioria das manipulações de rotina
usam Escherichia coli como organismo
hospedeiro.



Hospedeiros procarióticos

Uma célula hospedeira ideal deve ser fácil

de manipular e propagar, deve estar

disponível em grande quantidade.

A bactéria Escherichia coli preenche estes

requisitos, e é usada em muitos

protocolos de clonagem.



Hospedeiros procarióticos

A Escherichia coli tem sido estudada com

grande detalhe, estes estudos forneceram

a informação básica essencial nos quais a

engenharia genética é baseada.



Hospedeiros procarióticos

A Escherichia coli é uma bactéria Gram (-) com
um único cromossomo. A expressão gênica
(transcrição e tradução) está ligada, com a
síntese de RNAm ficando imediatamente
disponível para a tradução.

Não há maturação do RNAm como acontece
nas células eucarióticas. A Escherichia coli pode
ser considerada como única, como a mais
simples célula hospedeira.



Hospedeiros procarióticos

Além da Escherichia coli, outras bactérias

podem ser usadas em experiências de

clonagem de genes, como por exemplo,

espécies de Bacillus, Pseudomonas e

Streptomices.



Escherichia coli

Na realização de um trabalho com DNA

recombinante freqüentemente o objetivo é clonar

um gene em E.coli e conseguir a expressão

deste gene.

Antes de utilizar o sistema de E.coli é importante

saber alguns conceitos genéticos de E.coli.



Em E.coli os genes são organizados para formar 
operons.

Genes organizados em operons são 
normalmente expressos em um promotor e sua 
transcrição é coordenada.

A transcrição pode ser regulada de forma
positiva ou negativa

Escherichia coli



A regulação negativa ocorre pelo uso de
proteínas repressoras que ligam em sítios
chamados operadores localizados próximos a
promotores.

Alguns repressores podem funcionar
simplesmente bloqueando a RNA polimerase se
ligando no promotor, mas outras proteínas
podem atuar prevenindo outro componente da
iniciação da transcrição

Regulação Negativa



Regulação Negativa



Regulação Negativa

Promotores sujeitos a regulação negativa são
freqüentemente promotores fortes, que podem
ser transcritos prontamente. Conseqüentemente
a regulação negativa para estes promotores é
muito eficiente.

Para cada repressor há um mecanismo para
liberar a repressão. Esse processo é chamado
indução.



Regulação Negativa

A indução acontece na presença de alguma

substância que se liga no repressor e inibe a

repressão





Regulação positiva

A regulação positiva é exercida por proteínas

chamadas ativadoras que se ligam a sítios do

DNA localizados próximos aos promotores.

Os ativadores podem permitir que a RNA

polimerase se ligue mais prontamente ao

promotor.



Regulação positiva

A atividade dos reguladores pode ser

controlada. Em alguns casos, é controlada pela

presença de um ligante.



Regulação positiva

Proteínas ativadoras se ligam a sítios do DNA

localizados próximos aos promotores e permitem que

a RNA polimerase se ligue mais prontamente ao

promotor.



Escherichia coli - patogênica a humanos

cromossomo circular 4.639 pb

cepas derivadas de K-12

cepas + utilizadas

– denominadas por uma ou mais letras +

números

– JM 109, HB 101, DH5-, DH10, BL21, XL

blue,......

Escherichia coli



Escherichia coli

Crescimento rápido a 37oC (ciclo de 20 min)

Meio mínimo

– Glicose: melhor fonte de C

– Extrato de levedura: nutrientes essenciais

– Triptona e Peptona: fonte aminoácidos

Cepas de E. coli - sem plasmídeo

Introdução de plasmídeo = transformação que pode ser

com tratamento químico (CaCl2) ou físico

(eletroporação)



Hospedeiros Eucarióticos

Uma desvantagem na utilização de Escherichia

coli como hospedeiro de clonagem, é que ela

pertence a uma célula procariótica, e portanto

falta a membrana nuclear (e outras organelas)

que se encontram nas células eucarióticas.

Isto significa que alguns genes eucarióticos não

funcionam em Escherichia coli, onde não estão

no seu ambiente normal.



Hospedeiros Eucarióticos

Se a produção de uma proteína eucariótica

exige um sistema mais complexo, não deve ser

fácil assegurar que um hospedeiro procariótico

produza a totalidade das proteínas funcionais.



Hospedeiros Eucarióticos

Os eucariontes superiores apresentam um tipo

diferente de problemas para a engenharia

genética, muitos dos quais requerem soluções

especializadas.



Finalidades:

- O objetivo das experiências de clonagem

numa planta superior ou animal é para

alterar as características genéticas do

organismo

- Produzir grandes quantidades de uma

proteína particular.

Hospedeiros Eucarióticos



Hospedeiros Eucarióticos

A levedura Saccharomyces cerevisae é o ser

unicelular eucariótico favorito para a engenharia

genética. Tem sido usado a séculos na

produção da cerveja, do pão e tem sido muito

estudado.



Hospedeiros Eucarióticos

Nos termos da complexidade do genoma,

Saccharomyces cerevisae tem cerca de 6318

pares de bases contidos em 17 cromossomos



Hospedeiros Eucarióticos

Outros fungos podem ser usados em

experiências de clonagem de genes:

Aspergillus nidulans

Neurospora crassa.



Hospedeiros Eucarióticos

As células animais e vegetais podem também
ser usadas como hospedeiros para experiências
de manipulação gênica.

Algas unicelulares possuem todas as vantagens
dos microrganismos pela sua estrutura e função
de células vegetais, e o seu uso em
manipulações gênicas cresce à medida que é
mais estudada.



Aplicações da tecnologia do DNA 

recombinante

 Expressão de proteínas recombinantes

 Proteínas produzidas artificialmente a 
partir de genes clonados

 Tecnologia do DNA recombinante



Por que é importante produzir

proteínas recombinantes?

 Dificuldade de se purificar proteínas a 

partir do tecido original

 Proteínas do tecido podem estar 

contaminadas

 Proteínas recombinantes podem ser 

“engenheiradas”

 Processo completamente controlado

 Quantidade

 Especificidade





Duas aplicações extremamente 

importantes ....... da tecnologia do 

DNA recombinante



Hormônio de crescimento humano 

recombinante

A administração deste hormônio durante a 

infância permite a correção dos casos de 

nanismo.



Hormônio de 

crescimento

humano



Insulina Humana

1922 - Frederick Grant Banting descobre a 

insulina.

Insulina purificada de pâncreas de 

pombos



Mycoplasma hyopneumoniae

Insulina porcina



Aplicações da tecnologia do DNA 

recombinante

1978- Insulina recombinante humana: possui 

uma das características mais importantes das 

proteínas recombinantes –especificidade

1982 - Esta insulina é disponibilizada no 

mercado.



Aplicações da tecnologia do DNA 

recombinante



Aplicações da tecnologia do DNA 

recombinante

Zebrafish

transgênicos: genes

GFP, YFP, RFP





Clonagem



Passos da clonagem

1. Escolher um gene de interesse

2. Extração de DNA

3. Amplificar o fragmento de DNA por PCR

4. Isolar o fragmento de interesse no gel de
agarose por eletroforese

5. “Cortar” o fragmento de DNA em posição
definida com enzimas de restrição

6. “Cortar” o vetor de clonagem com as mesmas
enzimas de restrição



Passos da clonagem

7. Ligar com vetor de clonagem utilizando a 
enzima  T4 DNA ligase

8. Inserir a molécula recombinante em uma 
célula hospedeira competente:  Transformação

9. Selecionar as células com DNA inserido: 
Seleção dos clones de interesse

10.Verificar presença de recombinantes



Verificar se há sequencias relacionadas 

depositadas no gene Bank

National Center for Biotechnology Information

1. Escolher um gene de interesse:



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/









2. Extração de ácidos nucleicos

O DNA está presente nas células de 

todos os organismos ...

Extração do DNA genômico do tecido



Os protocolos de extração são 

baseados:

1-Ruptura da parede celular (células vegetais) e

membrana plasmática (todas as células)

2- Extração de proteínas

3- Precipitação do DNA em solução aquosa com

agentes desidratantes (sais e álcoois)

4- Degradação do RNA residual



2-Amplificação do fragmento de DNA por  

PCR

Utiliza-se uma DNA polimerase em uma reação 

de síntese em um tubo 

Existem dois pontos importantes nesta reação:

1- Ela permite a amplificação do DNA 

2- Permite selecionar somente a parte do 

fragmento de  DNA que codifica  o gene



2-Amplificação do fragmento de DNA por  

PCR

Termociclador

Técnica in vitro utilizada para sintetizar muitas 
cópias de DNA 

Amplificar uma seqüência alvo especifica

DNA molde

dNTP

DNA polimerase

Primers



2-Amplificação do fragmento de DNA por  PCR

Kary Mullis percebeu que utilizando dois 

primers era possível definir a região que 

se deseja amplificar.



3-Eletroforese

Agarose

Permite verificar a presença do produto 

de amplificação

Permite purificar o fragmento de DNA de 

interesse para clonagem



3-Eletroforese





Incubação com brometo de 

Etídio

Exposição a luz UV

Excisão da banda de interesse do

gel para posterior purificação

Eletroforese de DNA

Fase estacionária :Agarose

Eletroforese horizontal

Permite quantificar a concentração de DNA numa amostra



3-Eletroforese em gel de agarose

Permite verificar a banda correspondente 

ao produto de amplificação por PCR e 

posterior purificação do inserto

1        2        3        4         5 

320pb



4- Clivar o DNA e o Vetor com as 

Endonucleases de Restrição adequadas



5-Ligar  o DNA e Vetor, digeridos com as 

mesmas Endonucleases de Restrição



Reação de ligação



Reação de ligação

Total de DNA em reação de ligação:
– 1 a 10 ng/ml reação (volume de reação 20 l)

– ligações mais difíceis - mais DNA

Condições:
– balanço entre tempo e temperatura (ótimo 25°C)

Em função tipo de terminação:

– coesivo = 15 -20°C por 3 a 16 horas

– abrupto = 4 -16°C por 4 a 18 horas



Reação de ligação

Condições:

– relação molar 

– inserto: vetor (3:1)
(ng de vetor x tamanho inserto em kb) x (inserto:vetor)

tamanho vetor kb

– total de DNA

– tamanho do inserto

– tempo e temperatura de incubação

– requer [ATP] = 0,01 a 1 mM

– requer 10 mM MgCl2



6- Transformação de células:

Etapa crucial para a criação de um clone:

A transformação pode ser por eletroporação - Choque térmico - Cálcio



6- Transformação de células:



Inserção de vetores recombinantes em uma 

células hospedeiras

Transformação - a célula hospedeira é tornada
competente para o vetor de clonagem ser introduzido

Transfecção - quando o vetor de clonagem tem
características de vírus, a célula hospedeira pode ser
transfectada para inserir a molécula recombinante

Microprojéteis - partículas cobertas com DNA são
projetadas contra uma célula e penetram em sua
membrana



Transformação

O passo final requerido na clonagem de um

gene é introduzir o novo plasmídeo

recombinante em células de E.coli.

Este processo é chamado transformação e

envolve dois processos:

1- Colocar o DNA na célula bacteriana

2- A célula que vai receber o DNA

recombinante precisar ser competente



Transformação

As células de E.coli precisam se tornar

competentes. Isto é, precisam ser tratadas para

se tornar aptas a receber o DNA. Há dois tipos

de tratamento:

1- Tratamento químico

2- Eletroporação



Transformação por choque térmico 

utilizando células cálcio competentes

1- Tratamento químico da célula para torná-la competente:

A cultura deve crescer até a fase log, as células são

centrifugadas e lavadas com tampão contendo cátions

divalentes (CaCl2) e suspendidas em pequeno volume

de tampão

Para introduzir o DNA nestas células, uma pequena

amostra da suspensão bacteriana é misturada em um

tubo com a reação de ligação e a mistura é submetida a

choque térmico de 42 °C por 1 minuto.



Transformação por choque térmico 

utilizando células cálcio competentes



Transformação por eletroporação 

utilizando células competentes

Uma alternativa ao tratamento químico de E.coli é

preparar células competentes por eletroporação.

Neste processo a bactéria cresce em meio de cultura

até a fase log e é centrifugada e lavada com água

gelada. Uma pequena suspensão bacteriana é

misturada com a reação de ligação em uma cubeta de

eletroporação e um curto pulso elétrico sob uma

corrente de alta voltagem faz a membrana bacteriana

se tornar permeável e mover o DNA para dentro da

célula.



Eletroporador

Cubeta
Células 

Competentes

+

Reação de 

ligação



Transformação



7- Seleção de clones transformantes

Usa-se meio seletivo no qual somente as

células que contêm os plasmídios com a marca

de seleção sobreviverão

Ex: Antibiótico

Meio de cultura 

contendo 

ampilicina

Plaqueamento

em meio seletivo



7- Seleção de clones transformantes



8. Verificar presença de recombinantes

1- PCR das colônias recombinantes

2- Mini-Preps: retirar plasmídios das bactérias 

3-Clivagem da ligação inserto-plasmídio com 

enzimas de restrição específicas

4- Sequenciamento do clone



Verificar presença de recombinantes

1- PCR das colônias recombinantes

Utilizar primers específicos para o gene inserido no plasmídio.

Objetivo: amplificação do fragmento correspondente ao gene



2- Mini-Preps: retirar plasmídios das bactérias

Extração de DNA plasmidial.

È necessário checar se o plasmídeo contém o fragmento 
de interesse

O procedimento é baseado no cultivo de uma colônia da 
placa de E.coli transformada com a molécula 
recombinante e remoção do DNA destas células.

Verificar presença de recombinantes



2- Mini-Preps: retirar plasmídios das 

bactérias



Verificar presença de recombinantes:

3- Clivagem do clone obtido com enzimas de restrição
específicas:

Após extração do DNA plasmidial: o possível clone
recombinante será submetido a uma reação de clivagem
com as mesmas enzimas de restrição que foram utilizadas
na clonagem:

Resultado esperado: uma banda correspondente ao
tamanho do fragmento clonado.



Verificar presença de recombinantes:

3- Clivagem do clone obtido com enzimas de restrição
específicas:

Exemplo: Se você colocar um fragmento de DNA de 1 Kb
no sítio de múltipla clonagem do vetor PUC 18 no sítio
para Eco RI você espera clones que sejam resistentes
a ampicilina e lac negativos

Se você clivar o plasmídeo recombinante com Eco RI:

 Verificar a presença de 2 fragmentos de 2.7 Kb
representando o vetor e outra banda de 1 kb
representando o inserto.

 Se clivar com a enzima Hind III, verificar a presença da
banda de 3,7 Kb



3.7 kb

2.7 kb

1.0 kb

3- Clivagem do clone obtido com enzimas de restrição 

específicas:



4- Sequenciamento dos clones


