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O que é a clonagem?

0 processo de gerar uma copia geneticamente idéntica de uma célula ou de um organismo.

A clonagem acontece frequentemente na natureza — por exemplo, quando uma célula se replica
assexuadamente sem qualquer alteracao genética ou recombinacao.
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Tipos de clonagem

1. Clonagem reprodutiva

Normal Development Reproductive Cloning Therapeutic Cloning
o [}
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organismos idénticos ao
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Nuclear transfer g’ Nuclear transfer
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Blastocyst Nuclear transfer Nuclear transfer
blastocyst blastocyst

2. Clonagem terapéutica

Clonagem de embrides para

produzir células estaminais l l . }
embrionarias. Implantation in uterus Uterine transfer into surrogate Eg:‘g;lf
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substitua células doentes. Adult Clone Differentiated tissues



Tipos de clonagem

3. Clonagem molecular (clonagem de genes)

Cria copias de genes ou segmentos de DNA, geneticamente idénticas.

Para que serve?

Producao de grandes quantidades de DNA
recombinante

Expressao de proteinas de interesse

Engenharia genética

Cell containing gene
of interest

Bacterium
= @ Gene inserted into
plasmid

Bacterial Plasmid
chromosome N Gene of
Recombinant —— Interest DNA of
DNA (plasmid) l chromosome
@ Plasmid put into

bacterial cell

Recombinant &
bacterium




Clonagem Molecular: GLOSSARIO EM CLONAGEM

Clone - grupo de organismos, ou células, geneticamente idénticos R O
descendentes de um Unico ancestral.
GENE OF
DNA INTEREST
Clonagem (“cloning”) - produgao de clones. L—> O

PLASMID
. D . . |
Clonagem de genes (“gene cloning”) - criacdo de uma linha de organismos l

geneticamente idénticos, que contém moléculas de DNA recombinante, e

INSERTION
gue podem ser propagados de forma a amplificar as moléculas
recombinantes.
GENETICALLY
MODIFIED

DNA recombinante - uma molécula de DNA hibrida, produzida in vitro, BACTERIA

pela ligacao de um DNA estranho a um vector.



Historia da clonagem

1952-1953 1977
Genetic basis for phage restriction described Sanger DNA sequencing & the
. first cloning vector, pBR322,
Model of DNA .
recombination in phages :
published 1970 :
- First transformation :
of E. coli :
O O O O
Q © O o Q
1967 ; 1976 :
DNA ligases isolated Synthesis of 1983 :
& characterized first synthetic PCR conceived
1961 : : gene of and
First restriction nucleases 1970 demonstrated
isolated
Sequence specificity of restriction nucleases
demonstrated

- isolamento da enzima DNA ligase.

- isolamento da primeira enzima de
restricao.

- ligacao de fragmentos de DNA num
plasmideo.

- Desenvolvimento de vetores de
expressao, PCR e bibliotecas de cDNA -
revolucionando a biotecnologia vegetal e
molecular.

- New cloning methodologies have
emerged such as the Gateway.

- CRISP/Cas9 (edicdo genética)



Componentes essenciais na clonagem

DNA de Interesse: Gene ou fragmento a ser clonado. —— O
Types of Vectors GENE OF
DNA INTEREST

Vetor de Clonagem: "Veiculo" que transporta o DNA.

Plamid Vector Bacteriophages Cosmids
Vector

Enzimas de Restricdo: "Tesouras moleculares" que cortam o DNA.
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DNA ligase (ligation)

Organismo Hospedeiro: Onde o DNA recombinante sera replicado.




Clonagem de genes

A clonagem é a criacao de uma cdpia geneticamente idéntica.

A clonagem molecular envolve o isolamento de um gene de interesse e a sua insercao

num vetor adequado (vetor de clonagem), que é entdo introduzido num organismo

hospedeiro (células bacterianas), permitindo que o gene se replique e se expresse dentro
do sistema hospedeiro.

Transformacao Amplificacao
Plasmideo DNA Recombinante @
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DNA recombinante: Molécula hibrida de DNA, produzida in vitro pela insercao de um DNA ex6geno num vetor.



Desenvolvimentos importantes da biologia molecular

Frederic Sanger in 1975 - DNA sequencing Kary B. Mullis in 1983 developed the Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique.
Reagents rimer annealing and chain extension dd inding and chain termination .
- e e < :m: T The history of PCR
Template DNA < Py
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Aplicacoes da clonagem em biotecnologia

01 Terapia genética

Substituicao de um gene defeituoso ou adiciona um novo gene . : .
_ _ Producdo industrial em larga escala de enzimas (por
numa tentativa de curar doengas ou melhorar a capacidade do . . .
. exemplo, coalho para producdao de queijo) através de
organismo de combater doencas.

tecnologia de DNA recombinante em hospedeiros
bacterianos ou de levedura.

04 Produgao de enzimas

02 Conservacao de germoplasma 05 Proteinas Alternativas
Clonagem permite preservar recursos genéticos: espécies

ameacadas, variedades tradicionais, bancos de germoplasma in Desenvolvimento de alternativas a carne de

vitro, criopreservacdo de tecidos- Crucial para biodiversidade e origem veNgetaI ou cqltwada atraves da_clonagem
melhoramento genético futuro e expressdo de proteinas em microrganismos.

03 Estudos de expressio

superexpressao de genes, silenciamento (RNAI, CRISPRi), edicao

genética (CRISPR/Cas), engenharia metabdlica, tolerancia a stresses,
biofortificacao



Transformacao via Agrobacterium

Técnicas de introducao de genes em plantas

= Transformagdo mediada por Agrobacterium tumefasciens (biologico) = |

Plant cell

Agrobacterium cell

T-DNA CUT INJECTION TRANSPORT IMPORT / N

uto @0 o an (O

VirD2 & VirE2

The T-DNA inserts into the

%) plant cell DNA to produce plant
hormones that multiply cells,

and food for the Agrobacterium

Plant chemicals attract the
Agrobacterium cells and
activate the Vir genes

'
- Abactéria transfere o T-DNA com gene de
interesse para o DNA da planta

O processo envolve a insercao do
gene de interesse (vetor de
expressao), no T-DNA da bactéria
cultura,

infecao do explante,
selecao de tecidos transformados

e regeneracao da  planta

transgénica.




Técnicas de introducao de genes em plantas

" Transformacao mediada por Agrobacterium tumefasciens

—" ¢
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Técnicas de introducao de genes em plantas

Transformacao mediada por Agrobacterium tumefasciens (biologico)

= Biobalistica (fisico)
Cu'tura» A, DNA a ser
de células <

" Eletroporacao e métodos alternativos

Mistura das células-alvo
com o DNA

v Formacao de
NG <5 poros

Entrada do DNA

Aplicacao de <~
voltagem &

Novas Técnicas de Edicio Gendémica Absorcao do DNA
pelas células

*CRISPR-Cas9: Funciona como uma "tesoura molecular" para edi¢gdes precisas e pontuais no DNA, permitindo
silenciar ou modificar genes especificos sem introduzir DNA exdgeno na planta final.

*TALEN e Nucleases ”Zinc Finger": Outras ferramentas de edicao de genoma que permitem a mutagénese
direcionada.


https://www.google.com/search?q=CRISPR-Cas9&client=safari&hs=dSIp&sca_esv=7c9c7ad65767dd29&rls=en&sxsrf=ANbL-n4OvdmQlktB6DqfGZeAsNY_NBMMeQ%3A1770306925131&ei=bb2EadbYB6S49u8PnpSdwAo&biw=1432&bih=757&ved=2ahUKEwiWoJq028KSAxUmhP0HHeANHsIQgK4QegQIBRAB&uact=5&oq=t%C3%A9cnicas+de+introdu%C3%A7%C3%A3o+de+genes+em+plantas&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiLXTDqWNuaWNhcyBkZSBpbnRyb2R1w6fDo28gZGUgZ2VuZXMgZW0gcGxhbnRhczIFECEYoAEyBRAhGKABSKwRUM8DWL8QcAB4ApABAJgBtAGgAbcJqgEDMS45uAEDyAEA-AEBmAIKoALFCMICBBAAGEfCAgUQIRifBcICBBAhGBWYAwDiAwUSATEgQIgGAZAGCJIHAzEuOaAHzDWyBwMwLjm4B74IwgcFMC4zLjfIBx6ACAA&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfDHJ33XMzjG8lqC5UIpr4Vm3zrGtqFfNXzVuIoR609b3aqiH-gD5BIpByrSZ6T0mB8DV2GRrlF6WxUWKK7cT9-HtsUa6M7QoaYI7o7fsPBctOMP_nWM5xiVIjfpikdPnbLjS_dL0C4R_WcI9kfiMhSlojzp40FXeJH9MgrKE6Ztc3YXHZ0QIN9TWR8_rIgs1l7AvTNv1sZluhp9m5OoaeM8rwbC4xgPx5ydo2WaiJPEPT_LhxHqF1ZkiLfwZIWsXTr1sCG-Hs-ycIzIVBUg9HWPTHTMSXcKJA8ABTgYKw98bwamyUczgZ61NzsoSAGsuWkBqG9BIK2D6uBn63jjEwdTkQNeT1GBZS84b-jMXHt9Q43h7CmkV72c8ocWIgiPCyIxElmFWUp5zktt4R_REA&csui=3
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Etapas da clonagem molecular

utilizacao de PCR.
Insercao no vetor (plasmideo)- Ligagao.
Este processo depende da DNA ligase (que liga o DNA: vetor + inserto).
‘ Insercao do plasmideo em bactérias (Transformacgao).
‘ Multiplicagao de bactérias portadoras de plasmideo.

Esta selecdo é feita através da utilizacdo de
Sele¢ao de bactérias transformadas. antibiéticos especificos, de acordo com as

Este processo depende de enzimas de
Corte ou copia de um gene/fragmento. restricdo (que cortam o DNA) e/ou da

caracteristicas do plasmideo (vetor).



. DNA sequence of
’ interest

-------- Vector
Q (plasmid)

Gene de
interesse

Etapas da clonagem molecular

.' Tavaet aene
(.o, welin apne)
Ploswid

Digestao do gene
para clonar com
enzima de restricao
adequada ou
amplificacao por PCR
do gene/fragmento a
clonar

Ligacdao com DNA ligase

A ligacao depende da
razao vetor: inserto
Tempo de incubacgao
Temperatura de
incubacao

Cultura de
bactérias

Transformacao

Colony screening

Cot we Cafi 2P 100t et vodtor
PO -GG vocior Anctond el

Selecao de
transformantes

Transformac3o do vetor Crescimento bacteriano

recombinante em em meio de cultura

bactérias competentes para amplificar o
gene/fragmento
clonado

Crescimento bacteriano
em meio seletivo

Recombinantes
selecionados por presenca
de coldnias (selecao
positiva) ou por selecdo

azul/branco.




Hospedeiro e vetor de clonagem

Two component system
of gene cloning

609 [ vector )

(Prokaryotic ) ( Eukaryotic ) (Prokaryotic ) ( Eukaryotic )

e E. coli ® Yeast e Plasmid (pBR322) e (YAC) Yeast
¢ Plant Cells e Bacteriophage (A) e (pTi) Plants
e Animal Cells e (Vaccinia) Animal




Hospedeiros de clonagem

v" Otipo de células hospedeiras usadas depende do objetivo a atingir

v' Se o objetivo é expressar a informacdo genética em grandes eucariontes como as plantas, um sistema
mais especifico deve ser recomendado. (modificacdes pds-traducionais).

v" Frequentemente é usado um hospedeiro primario paraisolar a sequéncia e em seguinda faz-se a
introducao dentro de um sistema mais complexo para expressao.

m 1.PROCARIOTAS

OEscherichia coli (4x106 pb)

Devem:

o ser faceis de manipular e multiplicar,
OBacillus sp., Pseudomonas sp. e Streptomyces sp.

O apresentar uma vasta gama de estirpes
genéticamente definidas, 2.EUCARIOTAS

o aceitar varios tipos de vectores. 0 Saccharomyces cerevisiae (1,35x107pb)

o Aspergillus nidulans, Neurospora crassa,
Chlamydomonas reinhardytii.

Curiosidade: Leveduras como Saccharomyces cerevisiae, e Pichia pastoris estdo entre os organismos eucaridticos mais simples. Tém um crescimento rdpido e sado
altamente adaptaveis a producdao em larga escala.



Hospedeiros de clonagem

Os sistemas procaridticos (bactérias) ou eucaridticos (leveduras, cultura de células de plantas ou animais) sdo
geralmente utilizados como hospedeiros para a producao de quantidades utilizaveis do produto de DNA
recombinante pretendido.

A maioria dos produtos de rDNA aprovados pela FDA é produzida usando estes sistemas.

As bactérias como E. colisao amplamente utilizadas para a expressao de produtos de DNA recombinante. A E. coli
oferece varias vantagens devido ao alto nivel de expressao de proteinas recombinantes, rapido crescimento de
células e necessidade simples de meios.

No entanto, existem algumas limitacdes, como a acumulacao intracelular de proteinas heterdlogas, o potencial de
degradacao do produto devido a presenca de proteases, e producao de endotoxina.

Leveduras como Saccharomy cescerevisiae, e Pichia pastoris estao entre os organismos eucariéticos mais simples.
Tém um crescimento rapido e sao altamente adaptaveis a producao em larga escala. Esses organismos nao
produzem endotoxina. Além sido sao capazes de glicosilar proteinas, de modo relativamente semelhante as células
de mamiferos.




Vetores de clonagem

Caracteristicas necessarias:

E uma molécula de DNA que serve de veiculo o 1 origem de replicagao
para transportar artificialmente um fragmento
de DNA estranho para outra célula, onde

pode ser replicado e/ou expresso. o pelo menos, 1 local de restrigdo tnico

o Ex. Plasmideos (insertos até ca 10 kb),

o 1 marca selectiva

Ui veier cam BYA @@ & chneriEdede bacteriofagos (insertos até ca 20 kb), cosmideos

DNA recombinante. (insertos até ca 47 kb), YACs (insertos até ca 500
kb)

Os quatro principais tipos de vetores sao: PLASMIDEOS
plasmideos, vetores virais, cosmideos e

o moléculas pequenas
cromossomas artificiais. peq

DNA circular extracromossomico

genes de resisténcia a antibioticos

Destes, os vetores mais utilizados sdo os baixo ou elevado numero de copias
plasmideos.

Limitacao de clonagem de fragmentos de DNA de
grandes dimensoes.



Tipos de vetores de clonagem

| Types of vectors |
J -

> Plasmid vector — pBR322, pUC18/19
> Cosmid vector - pJB8

> Phagemid vector - pEMBLS
> Bacteriophage vector — M13

=> Artificial chromosome — PAC, BAC, YAC

P

Cloning
vector

ASY,

pression

vector /
\L SM

O - Origin of replication
MCS - Multiple cloning sites
SM - Selectable marker

P — Promoter

T - Terminator

Cloning vectors and their insert capacities

| Flasmid E. coli 0.1-10
Bacteriophage 2. E. coli 10-20

{ Cosmid E. coli 35-45
Fosmid
Bacteriophage P1 E. coli 80-100
BAC (bacterial E. coli 50-300
artificial chromosome)
P1 bacteriophage- E. coli 100-300
derived AC (PAC)
YAC Yeast 100-2,000
Human AC Cultured human cells | =2,000




Plasmideos usados como vetores de clonagem

HindIII
EcoRI EcoRV

pBR322 plasmideo \ | / s

4359029 4gg

Foi o primeiro plasmideo artificial. Criado em 1977, o seu nome deriva de p e RN

1000

BR, Bolivar e Rodriguez, os criadores.

Comparado com vetores mais recentes, apresenta uma selecdo menor de

2000

enzimas a linearizar e os resultados demoram mais a obter /
Ndel

Unmodified / Control: No recombinant plasmids Modified: Recombinant plasmids incorporated

A selecao dos recombinantes é feita
pela inativacado de um gene de

resisténcia a antibidticos (Amp’, Tet").

Broth Control Plate Test Plate Broth Control Plate Test Plate
(with cells) No antibiotic With antibiotic (with cells) No antibiotic With antibiotic

Only cells that are modified with the recombinant plasmid can grow on a medium containing antibiotic



Plasmideos usados como vectores de clonagem

Selectable - uma fonte de replicacao.

Marker Promoter

- um local de multi-clonagem.

5’ Primer Site

Ul - um marcador selecionavel.

- Capacidade de autorreplicacao produzindo

Plasmid Map Inserted Gene e .
multiplas copias.

Restriction Site

& 3 Primer Site - Ter uma massa molecular baixa.

Antibiotic
Resistance

-

\\ Origin of Replication

Promoter
(initiates transcription)

Multiple Cloning Site

(contains numerous recognition
sites to allow for gene insertion)

Origin of Replication

DNA bacteriano (for plasmid synthesis)

Reporter Gene

(makes products that attach to
the protein to enable detection)

Antibiotic Resistance
Plasmideo com DNA recombinante (selects modified cells)




Plasmideos usados como vectores de clonagem

p seguido das iniciais dos investigadores que o isolaram ou construiram.

Ecori
Sstl

v Exemplo: pUC19 plasmideo pUC19 desenvolvido por :":";‘l
Joachim Messing e colegas. lacZa BamHI
Polylinker Al

Hincll

n 1 amp Hindlll

pUC 19
2886 bp

v' A designacdo "pUC" deriva do prefixo classico "p" e da
abreviatura de Universidade da Califérnia.

v' O pUC19 funciona por a-complementagdo, tem um sitio de
clonagem multipla ("MCS" ou ”Polylinker") dentro do gene lacZ
e um gene de resisténcia a ampicilina (Amp’).

pUC 19 Vector

v Selecdo de recombinantes (azul/branco) na presenca de
IPTG e X-gal, por inactivacao do gene lacZa*.

gene lacZa (a-fragmento, lacZ) que codifica a parte
terminal da enzima -galactosidase.



“Gene de interesse-inserto”

- PCR é frequentemente utilizada para amplificar o gene/fragmento de interesse.

"cut and paste DNA”

Dois tipos de enzimas:

Enzimas de restricdo- sao endonucleases que reconhecem locais especificos (4-8
bp) de sequéncia de DNA (sitios de restricdao) e clivam o DNA- “Tesouras
moleculares”- corte do plasmideo e o inserto (Reacao de Digestao).

DNA ligase- E uma enzima que catalisa a ligacdo de cadeias de DNA para formar
uma ligacao fosfodiéster. Se dois fragmentos de DNA tiverem extremidades
correspondentes, a ligase pode uni-los para formar uma uUnica molécula de DNA
intacta- ligacao do vetor ao inserto

L Hde e T
3
LU

Ligase" by HeatherTsai Licensed un



Restriction enzymes

DNA ligase Enzimas de restrigdo e

A DNA ligase une dois fragmentos de DNA a) As enzimas de restricdo s3o enzimas que cortam o DNA.
formando uma ligacdo fosfodiéster entre
eles, utilizando uma molécula de energia. b) As enzimas de restricdo protegem as bactérias das infecdes
virais.
e c) As endonucleases de restricdo reconhecem uma sequéncia
mmn 5- nucleotidica especifica muito curta (geralmente de 4 ou 6
T4 DNA ligase i .
£l pares de bases) numa molécula de DNA de cadeia dupla,
MgCl: . 7g® o o~ . sy .
denominada sitio de restricao, e clivam o DNA nesse sitio de
sk reconhecimento ou noutro local, dependendo do tipo de
3-0H 5-p enzima. | ECORI



Enzimas de restricao (endonucleases)

Atualmente, foram identificadas mais de 800 enzimas de restricao de diferentes Hind RESTRICTION ENZYME

bactérias. 5' G@TTC 3
3 CTTAA|G 5

A maioria dos locais de restricdao tem 4 a 8 pb, e a maioria é palindromica, o que e

significa que a sequéncia é lida da mesma forma no sentido direto e inverso (5’-3" ou

3’-5).

As enzimas de restricao dividem-se em 4 tipos:

1. Tipol, que reconhece sequéncias especificas de DNA, mas corta em locais aparentemente aleatérios que
podem estar até 1000 pares de bases de distancia do local de reconhecimento;

2. Tipoll, que reconhece e corta diretamente no local de reconhecimento;- Mais usadas

3. Tipolll, que reconhece sequéncias especificas, mas corta num sitio especifico diferente, geralmente a cerca
de 25 pares de bases do sitio de reconhecimento.

4. Tipo IV: Estes tém como alvo especifico e cortam DNA modificado ou metilado.



Enzimas de restricao

4AAAGCT TE
4T TCGAAE

HAGATATCE
AC TATAGE

@ o
o @

Hindlll
digest

Pstl
digest

EcoRV
digest

=

3’ protruding ends

4G A T K 5 LN 3
4 C T AN} A T A GEx

Blunt ends

1 unidade de enzima cortou 1 ug de ADN, por horaa 37 °C.

v' Overhangs (extremidade coesiva)

a enzima corta assimetricamente dentro do
sitio de reconhecimento (quer pelas
extremidades 5', como Hindlll, quer pelas
extremidades 3', como PSTI)

v’ Blunt (extremidade cega)

A enzima (EcoRV) cortada em locais precisamente
opostos nas duas cadeias de ADN gera
extremidades retas sem saliéncias.



ENZYMES IN RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY

. 2

a) DNA polymerase

a) Restriction Endonucleases

—{a) DNA ligase

b) Reverse transcriptase

b) Restriction Exonucleases

vc) Alkaline phosphatase ’

c) Ribonuclease H

-—ild) Polynucleotide kinase

e) Terminal nucleotidyl transferse

—Jlf) Methyl transferase

www.biologyexams4u.com




(Outras) Enzimas que modificam o DNA

v outras endonucleases n3o especificas (ex. DNAse |)

DNA template
. s ]
v exonucleases - degradam as extremidades das moléculas de DNA. I —
v’ Fosfatase alcalina - remove os grupos fosfato das extremidades -
qgue o vetor se auto-ligue (desfosforilacao impede a auto-ligacao).
Exonuclease Endonuclease
AN EEE N B B B
EE N e I W b
OH P "gje', Excises at terminal ends Excision between terminal ends
P HO
. ik
N O e
oH Ho HO P y
\ OH HO
nick
phosphatase

ligase



Passos da clonagem molecular

Gene of Interest Restriction Enzymes

Target Gene
DNA Cuttmg

Plasmid Vector

@ Insert Gene mto Plasmid

Plasm|d
Recombinant Plasmid

DNA ngatlon v
Transformation

Bacterial Cells

¥

Gene Expression

Antibiotic Plate Protein Production



Sistema de clonagem por vector pGEM-T Easy®

Utiliza uma técnica conhecida como clonagem TA, que aproveita a
atividade terminal de transferase de certas DNA polimerases, como a Taq
DNA polimerase, que adiciona uma Unica saliéncia de 3'-adenina (A) aos
fragmentos amplificados.

Mapa vetor
Permite a utilizacdo de enzimas de restricdao (locais de

reconhecimento) ou técnica de PCR para avaliacdo da eficacia da

clonagem
N | 3008 }_.-"_-_I.-—-__.'_"'-.\,_
Sra -53:;*'! — e
= ..-.-' '-.\l.\. . .I TT
S *Qf ! Il QR
;oA Moo 0% / I 14
; Yy _-.rll: E
/ r W Ee | 5
Arrg | ] k]
| i phLEM®-T Easy wez | Bz | &
Wectar T T Mal | &
| I {3411 5p] [ W -
o ) e Bt K2
1 i | 1 e —
I | ]
| TR
\ Rint | L
| BalZ | L
Pall ]
= i 1| Sall L1
o ! Rz | o7
g aacl 1K
.\‘: (] le:'! 114
o 1| M) 157
= \ Tt
4 T aps

- ]
b
L
w pGEM®-T and pGEM*®-T Easy
B- der Systems
5' "Bouble-stranded 3
3' .DNA . 8

TERMINAL TRANSFERASE ACTIVITY
OF Tag POLYMERASE

5- R 31
3 A 5'
A - overhang

INSERT INTO CLONING
SITE WITH T OVERHANGS

TA cloning

plasmid




Transformacao e selecao de recombinantes

Transformacao Sele¢do recombinantes

il A selegao é :
e e ) transformacdo, células Sormalmente feita pela Bactérias transformadas
bacterianas P (com o plasmideo)

introduzidos em : resisténcia ao :
o : especialmente D o podem ser selecionadas
bactérias, como E. coli, B antibidtico devido a | q )
num processo chamado presenca de genes de €m placas de melo
transformacao.

competentes o oy -
(comp ) resistencia na sequéncia seletivo, que contenham

conseguem absorver

i 0 antibiotico.
DNA recombinante. dos plasmideos.




Transformacao das bactérias

Plasmideos com o DNA recombinante podem ser introduzidos em bactérias, como a E. coli, num processo
chamado transformacao.

Durante a transformacao, as células bacterianas especialmente

preparadas (competentes) sao capazes de absorver o DNA
recombinante

Transformation Step

L™
.
° L 2%

0>a¥ ¥
9,

Plasmid
DNA

"
. o
’. 'S
<@
*agun®

Competent Transformed
E. coli cell E. coli cell




Tipos de transformacgao

1) Transformacao por choque térmico 2) Transformacdo por eletroporacao (choque elétrico)
) )
Chemical Tranformation Electroporation
OO Heag}mck O~ ) () om0
Incubation (e.g. 42°C,30sec) . o Incubation 5 psec pulses) - - .
CHD = (D= D = (C» = V%
Competent el et

AN J

tratamento das células com CaCl, frio, seguido de choque
térmico (ex. 42°C, 90 s).

Eficiéncia de transformacgdo:

permeabilizacdao momentanea da parede celular através
da aplicacao de impulsos elétricos

Eficiéncia de transformagdo:

(n® de transformantes/ug de DNA) = 107 cfu.c/ ug DNA. (n@ de transformantes/ug de DNA) = 1010 u.f.c/ ug DNA.
O

GO |

hY \‘l = Electroporation Exemplo de condices para E. coli:
] v ' ol 5 e Campo elétrico: 12,5 kV/cm
— B E guc w ) g §§ f & e Duragaodeimpulso:4a4,5ms
e (Capacitancia: 25 pyF
Incubation of gaton water bth or 30 sec bbbl e Resisténcia: 200 Q

cells on ice for 30 min



Selecdo de transformantes: selegao azul/branca

Para distinguir transformantes nao recombinantes de
recombinantes a "selecdo de lacZ" (também chamada de
complementacio a). E usada com o vetor contendo o gene lacZ.

As bactérias a selecionar sao as brancas, cujo operao lacZ foi
interrompido devido a insercao do fragmento de DNA.

Vector with

No Plasmid Original Vector
Insert

Q %lck a Wh t@ colony)

LB Media

Competent 2 G
E. coli Ampicillin ®
(laczaM15) )\

CH:0H

X-Gal " | o
o \ ;

OH

\ k IPTG (optional) J




Selecao de transformantes: selecao azul/branca

Gene for
p-galactosidase
production

Gene for
ampicillin
resistance

Foreign DNA
inserted at B in gene for

Mix bacterial cells
and plasmids

bacterial
genome ‘
B

Foreign DNA inserted Foreign DNA not inserted  No plasmid in cell

Medium containing
ampicillin, and reagent
that can produce blue
color in the presence
of B-galactosidase

Grow bafteria on
ampicillin-corftaining media

."{’/J = x\“.\, o = = S\ ("/'1’. - = "\Z)
\\\ . | \%;%1 lv/

Cells are sensitive to

Cells are resistant ells
antibiotic and do not grow

to antibiotic and
produce blue color

Cells do not produce
blue color but are
resistant to ampicillin

Na sele¢do azul/branco, o meio de cultura é suplementado com IPTG
(Isopropil [-D-1-tiogalactopiranosideo), um indutor da expressao
proteica de genes sob control do operador lacZ, que codifica o a-
peptido da [3-galactosidase.

X-gal- Fica azul quando clivado pela B-galactosidase funcional.

Os varios locais de clonagem permanecem na regiao de codificacao. Se
a regiao lacZ nao for interrompida pelo DNA inserido, a porcao da B-
galactosidase é sintetizada. Quando presente, a enzima B-galactosidase
catalisa a hidrolise de X- gal, convertendo o substrato incolor num
produto de cor azul.



Xmn | 2009

Scal 1890 Nae | 2707 :pm‘ Py

1 ori Aatll 14

Sphl 20

BstZ | 26

3 5 . I/ [k |3

Selecao de transformantes: selecao azul/branca e ol [ | 5

(:xﬁgg;) e EcoR | | 49

Spe | 64

EcoRI| 70

Not | 77

BsiZ | 77

Pst | 88

N : : : . net | o7
Esta selecao de transformantes baseia-se na funcionalidade do gene lacZ, que codifica S| 10
. . . . Nsil_|127 g
a B-galactosidase, uma enzima que quebra o X-Gal colocado no meio seletivo. T

Colodnias azuis indicam um gene lacZ funcional (sem inserto) -
7 . . . . . . . lacZAM1S
Coldnias brancas indicam o gene lacZ inativado (recombinante bem-sucedido o cal Culture with X-Gal+IPTG
. t ) - e ——
com inserto). , s © @ |———> White colonies
S

insert within lacZ

O——0—0s

Plasmid Foreign DNA insert outside lacZ

vector
)
© @
\ i —

no insert

Ligation Transformation

— > Blue colonies

—————> Blue colonies

Screening



Selecao de transformantes: selecao positiva

Alguns plasmideos permitem selecionar diretamente os recombinantes.

Esses plasmideos contém um gene de E. coli letal (e.g. ccdB, Eco47I)

1. Umavez que a
inser¢ao do
fragmento

interrompe o gene
ccdB que se encontra
fundido com o
terminal Cdo lacZ, o
processo letal deixa
de ocorrer.

3. Esta fusao permite
0 crescimento
apenas de
recombinantes
positivos apos a
transformagao em
células de E. coli.

2. Aligacao de um
produto de PCR
interrompe a
expressao do gene
lacZ-ccdB

4. As células que nao
contém o vetor
recombinante
morrem apos a
transformag¢dao com o
plasmideo contendo
o DNA
recombinante.

Transformation

Qe Ow

Zoo®

Zeocin

Selectable marker
(confers resistance to antibiotic ‘A’)

L

Recipient host cells

- PCR-Blunt II-
TOPO
3.5kb

Uofureue

transformed \

Non-transformed

P
17 DNA Notl

p = insert Eco52I
> 2782 16 Bglll
328 Kpn2l

422 PspXI

Eco88|
Xhol

T pvettamunt [

4 Xbal
lacUVs | y Bglil

Vg 1922 ? Btal
1,762 1,148 Ecalgol

Ncol
T _ Bsui5l

(\
\

—

7L Media with antibiotic ‘A’



Passos da Clonagem molecular por pGEM-T EASY

©

Colocar células '

Reagéo de ligagao competentes no Incubarnogelo2 AdicionarmeioSOC  plaquear em meio seletivo.
(vetor+ produto de PCR) geloejuntaas Choque térmico a mins Incubar a 37°C Selegao de transformantes
reagao de 42°C 45-50 segs (colénias brancas)

ligacao



Como Calcular a Eficiéncia de Transformacao?

A eficiéncia € expressa em unidades formadoras de coldnia (ufc ou cfu) por micrograma (ug) de DNA plasmidico utilizado.

Numero de coldnias (cfu)

TE (cfu/ve) = Quantidade de DNA plaqueado (pg)

Dados para calculo:
Exemplo: 1ng = 0.001pg (10ng= 0.001 pg)

Coldnias: Contagem de transformantes na placa.
Quantidade de DNA (ug):
Volume DNA usado (ul) X Concentragao(ng/ul)

Fator de Diluicdo/Plaqueamento: Se apenas uma parte da mistura de transformacdo for placada, o resultado deve ser
multiplicado pelo volume total transformado dividido pelo volume de células transformadas colocadas nas placas de meio

seletivo.

Exemplo de calculo (based on Promega protocol): DNA plagueado = 0.001pg X —2* — 0.0001pe.

e Transforme 1 ng (0,001pg) de ADN. REIREEES "8 Tooon He

e Adicionar meio SOC de 950uL (volume total = 1000uL) 200cfu ¢

e Placa 100ulL (uma diluicdo 1:10 da mistura total). TE = 0.0001pg 2 X 10°cfu/ug.
e Coldnias de contagem (ex. 200).

e (Calcular:


https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf

Outras estratégias de clonagem: clonagem sem ligase (Topoisomerase)

de ligacao ou restricao.

interesse.

uma enzima de restricao como uma DNA ligase.

o A clonagem TOPO TA é uma clonagem sem reagoes

o O método tradicional de clonagem TA requer uma
etapa de ligacao para unir o vetor com o gene de

o Enzima DNA topoisomerase |, funciona tanto como

Taq
polymerase

Double Strand DNA

T TOPO TA

Mix with
TOPO TA
vector

TOPO TA vector Topoisomerase leaves
DNA connected

I

TA tradicional

Insert with A overhang

TA cloning

Vector vector




Cloning sem DNA ligase (Topoisomerase)

lopoisomerase | recognition sites

\ A topoisomerase | do virus Vaccinia reconhece
ﬁﬁ ) TAT%%E especificamente a sequéncia pentamérica5 '- (C/ T) CCTT-3' e

=2 f@' ® < 3 phosphate forma uma ligagdo covalente com o grupo fosfato ligado a 3’-
. GGGA T. Dessa forma entao re-liga as extremidades da cadeia

i

TOPO TA cloning vector

clivada e liberta-se da enzima.

Topoisomerase | recognition sites Os vetores |iga m-se fac“mente a
5 min at @ ~ . .
@'\ 7Icce room temperature - sequéncias de DNA com extremidades
e - °CR product & Cccr SCR product L

/@/I P < 3 phosphate T S - > . COCATMMAMal TTCCC . ] ivei A |. a 3 I

. coctT /; Topoisomerase | Compatlvels ( 18a€aA0 esta comp eta em
@ is released

Ligation complete apenas 5 minutOS é tem peratura

TOPO TA cloning vector Tag-amplified PCR product

ambiente).



SISTEMA GATEWAY

Mecanismo de Clonagem Gateway’

A Clonagem Gateway € um sistema de recombinacao site-specific desenvolvido
pela Invitrogen/Thermo Fisher, baseado no sistema de recombinacao de fagos
lambda (integrase A).

Permite a transferéncia de fragmentos de DNA entre vetores sem o uso de enzimas
de restricdo e ligases. Isto torna a clonagem mais rapida, eficiente e menos
propensa a erros.

mgh
> Destination
Bt < N el ateB1 _GePe  aeepa vector
-y -
Ecoli >< m"a—gﬁ etz
Chromosome
P2 CCAb  aeeP; attly  Gene



Gateway

o A tecnologia de clonagem Gateway baseia-se no
sistema de recombinacado site-specific usado pelo
Phage | para integrar o seu DNA em E. coli.

o Neste método, sao usados primers especificos para
inserir sequéncias genéticas especificas em ambos
os lados do gene desejado por PCR.

o Processo em duas etapas, utilizando duas enzimas:
BP clonase e LR clonase.

o O gene de interesse, flaqueado por sitios
especificos, é primeiro clonado num vetor de
entrada com sitios especificos a flanquear de ambos
os lados, utilizando a BP Clonase.

o Este clone de entrada é usado para transferir o
gene para um vetor de expressao flaqueado pelo
sitio attR, utilizando LR Clonase.

BP Reaction
attiR1 atR2
atPt a2
; Byproduct
attB1 attB2 BP Clonase
T 4+ —_— aie s
att8 flanked PCR product
or antB expression clone
et atP2
LR Reaction 2
att altR2

anL1 atiL2

‘ Entry Clone ’ +

LR Clonase
— awgr " au2

Gene

R1
ccdB
Destination Vector

Expression Clone




GATEWAY

Reacdo BP: A recombinacao entre os sitios attB
e attP é catalisada pela mistura enzimatica BP
Clonase, produzindo o clone de entrada com
sitios attL a flanquear o fragmento de DNA.

Esta reacdo é catalisada pela mistura de enzimas
Gateway® BP Clonase® Il.

Reacao LR: Facilita a recombinacao de um
substrato attL (clone de entrada- entry cloclone)
com um substrato attR ( vetor de destino),
resultando um clone de expressando (com attB).

Esta reacao é catalisada pela mistura de de enzimas
Gateway® LR Clonase® Il.

Dois locais de recombinacao:
attB — fragmento DNA (gene de interesse)
attP — vetor doador

BP Reaction
atiR1 attR2
atP1 ____atiP2 [ .l
ced Byp roduct

attB1 attB2 BP Clonase
T+ —_— P P

ott8 flanked PCR product

or aftB expression clone m

Entry Clone
HP1
LR Reaction . a2

anL1 attL2 altR2

: | Gone | :
Entry Cione -+

argr ¥ aus2

Gene

Expression Clone

Clone de expressao com o DNA pronto para transcricao e traducao.




Gateway technique workflow

BP Clonase enzymes pDonor vector

@
&

pDonor vector

Gene of
s interest attg2 +

Amp*®

gene

LR reaction
pDestination LR Clonase enzymes Expression

pDonor vector +
vector [

A tecnologia Gateway é crucial para a gendmica funcional, acelerando a determinag¢ao das func¢oes
génicas em organismos diversos

vector




Tecnologia Gateway

v' Método de clonagem baseado na recombinacio

v Forma facil de transferir um fragmento de DNA de um plasmideo para outro, através de reacdo de

recombinacao
v Simples, rapido e preciso

v' O fragmento de DNA deve estar rodeado por locais de recombinacdo especificos (attB1 e

attB2).

v Assim sendo, o fragmento de DNA deve ser amplificado com os locais de recombinag¢ido especificos

Gateway attB1 e attB2 ligados as extremidades 5’ e 3’.

v' 0 fragmento pode ent3o ser clonado no plasmideo dador Gateway.



Representacao da plataforma Gateway® demonstrando as suas diversas aplicacoes
a partir de um clone de entrada.

Your

Source
Library

ORF Gene
collection synthesis

Gene

Gene Gene

Protein Your Application
Localization N

Gene

Protein “

Purification x
Gene
Protein
interaction

Gene4

Gene

Gene3

Gene2

Genel

Your Application



Outras técnicas de clonagem: GIBSON ASSEMBLY

Prepare Components Single Tube Reaction at 50°C Final Product
for 15-60 minutes
N:E

Desenvolvida para montagem de msm v

Linearized

Vector
multiplos fragmentos de DNA numa prepard for

Assembly
Unica reacdao isotérmica (temperatura ->
COI’\Sta nte de 50 OC). BN DNA inserts with An assembled vector that is

ready for transformation and
other applications

overlapping tails

H: B Because the DNA inserts
are covalently joined,

o Num unico tubo, podem ser montados até 5 fragmentos de DNA.

o As extremidades sobrepostas

Synthetic gene and
genome assembly

~ . DNA o] \A { dul . . . CRISPR-Cas9 t
(~20-40 pb) permitem parts (6., BioBrioks, MoCIo Gibson Assembly Applications plibCper ol

recombinacao precisa.

Viral vector development for gene
therapy and vaccine research

Site-directed mutagenesis




Outras técnicas de clonagem: GIBSON ASSEMBLY DA fagments 0 be e
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Outras técnicas de clonagem: GOLDEN GATE CLONING

Técnica de montagem de DNA que usa enzimas de restricao do tipo IIS para montar varios
fragmentos de DNA de forma ordenada e eficiente numa Unica reacao.

Neste método de clonagem sao utilizadas duas enzimas:
enzimas de restricao do tipo lls e DNA ligase (selar
permanentemente as juncoes entre fragmentos de DNA
depois que eles foram corretamente alinhados pelas
extremidades coesivas - sticky ends).

Insert with Type lls Cut Sites

Type lis Cut Sites _
g B R |1

7 4 )

Destination
Vector

»

Digested Insert
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P 4 b Y
Digested »

Destination
Vector

7N

Assembled
Plasmid

Utiliza em enzimas de restricao tipo IS (ex: Bsal, BsmBI) que cortam fora do sitio de reconhecimento resultando

em extremidades nao palindromicas.
Type IIP Enzyme

Type lIs Enzyme

As duas extremidades nao tém
simetria entre si- O fragmento so
encaixa numa direcao.



Outras técnicas de clonagem: GOLDEN GATE CLONING

Permite montagem direcional e “scarless” de multiplos fragmentos unidos sem quebras

Utilizada em biologia sintética e clonagem modular (MoClo).

Ferramenta essencial para construcao de circuitos genéticos em plantas.

AN NN

Engenharia metabdlica: montagem de vias para producdo de compostos (farmacos, quimicos,
biocombustiveis)

AN

Este € um método irreversivel de montagem de genes; uma vez inserido o gene no vetor, nunca podera ser
cortado com a mesma enzima de restricao.

PR :@:%: <N

Destination Final

Vector » Destination » Product
Vector

Digested Destination Ligate Assembled
Vector Plasmid

Multi-insert golden gate cloning

MoClo- permite a montagem rapida e hierarquica de multiplos fragmentos de ADN numa unica reagao



QUADRO COMPARATIVO — TECNICAS DE CLONAGEM

Técnica Principio Enzimas-chave

Vantagem principal

Limitacao

Palavra-chave de

Corte e ligacao de Enzimas de restricao

Restricao + Ligase

Barata, classica

Depende de sitios

|”

“tradiciona

DNA + DNA ligase especificos
. E lh to A- . . . S troled
TA Cloning mpareiiamento Taq polimerase Simples e rapido em Fon ro~e © “produto de PCR”
T orientagao
. Ligagao vi . . . .
TOPO Cloning |g§gao via Topoisomerase Muito rapido (minutos) Custo alto “sem ligase”
topoisomerase
Recombinacao site- A r s Sequéncias extras N .~
Gateway ! -g. ! Clonases (BP/LR)  Transferéncia facil entre vetores quencias ex recombinacao
specific (att)
. Sob icao d E I + e R desi L
Gibson Assembly OOTEPOSILAD de XOnuciease Seamless, multiplos fragmentos equer design “sem cicatriz”
fragmentos polimerase + ligase preciso
R icao tipo IIS + Desi i
Golden Gate estricao tipo 115 Enzimas tipo IIS Alta precisdo e ordem eslgh mais “modular”

montagem

complexo




Para além da clonagem: edicao genética

Clonagem é usada para multiplicar DNA, enquanto edi¢ao genética é usada
para alterar a sequéncia do DNA diretamente dentro do genoma de um

organismo.

Aspeto Clonagem Edicao genética
Funcao copiar DNA alterar DNA
Efeito no genoma nao muda muda diretamente

Ferramentas tipicas

plasmideos, enzimas de restricao

CRISPR, TALENSs, base editors

Objetivo

amplificacao

modificacao funcional

Exemplo

produzir gene em bactéria

corrigir mutacao em célula




Novas Técnicas Gendmicas (NTGs)

Novas técnicas gendmicas (NTGs) sao métodos inovadores de melhoramento vegetal que
permitem alteragdes precisas e rapidas no ADN, sem introduzir material genético estrangeiro,
acelerando processos naturais.

O genoma de um vegetal é modificado numa localizagcao

selecionada (mutagénese dirigida) ou é inserida uma sequéncia da
J mesma espécie ou de uma espécie relacionada (cisgénese).

.~ J | European |
4y Commission E==3

.%

New genomic techniques

Why is this important?
New Genomic Techniques enable highly precise and efficient plant breeding. They can help
f 3 20 increase the sustainability of our food system through the development of improved plant
E—O! varieties that are more resilient to droughts or other climate extremes, that require less
&° fertilisers and pesticides, and that lead to higher yields.

5 July 2023
#EUGreenDeal
#EUFarm2Fork

Why new rules?
@ Current rules lag behind scientific and technological progress and are not designed to facilitate
the development and placing on the market of innovative NGT products. The EU needs an
%{ adapted framework for safe NGT plants tailored to their specificities to provide benefits to
farmers, consumers and the environment.

Objectives of the proposal:

+ Ensure high level of protection of health and the environment. These rules apply only for NGT
@ plants which are as safe as conventionally-bred plants. These plants are safe for humans, animals and




Nova Regulacdao da UE de NTGs (Dezembro 2025):

Categoria 1 (NTG-1): Plantas equivalentes
as convencionais, que nao estarao sujeitas
as regras rigorosas dos OGM, facilitando a

sua comercializacao.

Categoria 2 (NTG-2): Plantas
modificacdes mais complexas,
manterao 0s requisitos  atuais
rotulagem e autorizacao dos OGM.

SORRENGS © BLOG IMPRENSA v  VIDEOS GUIAS AGENDA v  LIGAGOES v  CONTACTOS N -

Foi alcangado um acordo provisério no processo de trilogo que estabelece um nove quadro juridico
para as Novas Técnicas Genémicas (NTG), abrinde caminho & aprovagio de regras que prometem
tornar o setor agroali mais ¢ i e auté

O novo regulamenta vai permitir que plantas obtidas por NTG — equivalentes 4s convencionais — sejam
submetidas a um processo simplificado, facilitando a criagao de variedades mais resistentes e exigindo
menos recursos ambientais. Ao mesmo tempo, visa garantir elevados niveis de seguranca para a satide
humana, animal e para o ambiente, e reforgar a soberania alimentar da Uniso Europela

Um impulso para a inovagéo e sustentabilidade no campo

Com este acordo, as plantas classificadas como NTG-1 — cujas modificagdes gendmicas sio consideradas
equivalentes as variedades convencionais — deixariam de estar sujeitas 4 mesma complexidade
regulatéria dos Organismos Geneticamente Modificados (OGM). O material reprodutor dessas plantas
{como sementes) continuard a ser rotulado, mas os produtos resultantes da sua produgio nio terdo de o
ser. A excegdo foi pensada para permitir cadeias de produgdo livres de NTG para quem o desejar
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O pequenas mutagoes
o substituicoes de bases
o knock-outs simples

o sem DNA estranho inserido

o inserc¢ao de genes novos
o modificagoes multiplas

o construcao de vias metabdlicas
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COMUNICADO DE IMPRENSA | 4 de dez. de 2025 | Bruxelas | 2 min de leitura

Commission welcomes provisional agreement
on new genomic techniques for plants

CONTEUDO DAPAGINA
The European Commission welcomes the provisional political agreement reached today
Topo | by the European Pariiament and the Council of the EU on new EU rules for plants
obtained by using new genomic techniques (NGTs). The agreed measures wil enable

Chacho(Oes) more innovative plant breeding in the EU, helping farmers to grow plants that are more
Tomas ralacionadon resilient to climate change and making them more sustainable as producers will require
less resources, fertiisers and pesticides to fight pests. This wil allow breeders and
Verséo para impress&o (pdf) farmers to be more competitive by levelling the international playing field with other

producers. The news measures will significantly reduce the administrative burden too,

Contactos para os meios de |0 gnguring high safety standards for NGT plants and products,

comunicagdo social
New genomic techniques are innovative tools that can boost our agricultural and
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Clonagem em bactérias
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