
Clonagem molecular de produto de 
PCR

Aula Laboratorial

Filipa Monteiro
fmonteiro@isa.ulisboa.pt

UC Biotecnologia

Credits: SlidesgoLisboa, 22 Abril 2026

mailto:fmonteiro@isa.ulisboa.pt
http://bit.ly/2PfT4lq


Clonagem Molecular

Para que serve?
copiar genes ou segmentos de DNA específicos. Utilizado extensivamente em investigação,
terapia génica e biotecnologia.

Glossário em clonagem:

Clone - grupo de organismos, ou células, geneticamente idênticos descendentes de um único
ancestral.

Clonagem (“cloning”) - produção de clones.

Clonagem de genes (“gene cloning”) - criação de uma linha de organismos geneticamente
idênticos, que contêm moléculas de DNA recombinante, e que podem ser propagados de forma a
amplificar as moléculas recombinantes.

DNA recombinante - uma molécula de DNA híbrida, produzida in vitro, pela
ligação de um DNA estranho a um vector.



1. Produção de grandes quantidades de DNA recombinante

2. Expressão de proteínas de interesse

3. Engenharia genética

O que é Clonagem Molecular?

O que vamos fazer?

● Clonagem de um
produto PCR



Aclonagemé a criação de uma cópia geneticamente idêntica.

A clonagem molecular envolve o isolamento de um gene de interesse e a sua inserção num vetor adequado 
(vetor de clonagem), que é então introduzido num organismo hospedeiro (células bacterianas), permitindo 
que o gene se replique e se expresse dentro do sistema hospedeiro.

Clonagem de genes

Gene

Plasmídeo DNA Recombinante
Transformation Amplification

DNA Recombinant: Molécula híbrida de DNA, produzida in vitro pela inserção de um DNA exógeno num vetor.



Componentes essenciais na clonagem
1. DNA de Interesse: Gene ou fragmento a ser clonado.

2. Vetor de Clonagem: "Veículo" que transporta o DNA.

3. Enzimas de Restrição: "Tesouras moleculares" que cortam o DNA.

4. DNA Ligase: "Cola" que une fragmentos.

5. Organismo Hospedeiro: Onde o DNA recombinante será replicado



Passos da clonagem molecular



Passos da clonagem molecular
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Sistema de clonagem por vector pGEM-T Easy®

1. 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 única saliência de 3'-
adenina (A) aos fragmentos amplificados.

2. Vetor com mapa conhecido
Permite a utilização de enzimas de restrição
(locais de reconhecimento) ou técnica de
PCR para avaliação da eficácia da clonagem
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pGEM®-T Vector Sequence reference points:
T7 RNA Polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 10–113
SP6 RNA Polymerase promoter (–17 to +3) 124–143
SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 126
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 161–177
lacZ start codon 165
lac operator 185–201
-lactamase coding region 1322–2182
phage f1 region 2365–2820
lac operon sequences 2821–2981, 151–380
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2941–2957
T7 RNA Polymerase promoter (–17 to +3) 2984–3

pGEM®-T Easy Vector Sequence reference points:
T7 RNA Polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 10–128
SP6 RNA Polymerase promoter (–17 to +3) 139–158
SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 141
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176–197
lacZ start codon 180
lac operator 200–216
-lactamase coding region 1337–2197
phage f1 region 2380–2835
lac operon sequences 2836–2996, 166–395
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949–2972
T7 RNA Polymerase promoter (–17 to +3) 2999-3

pGEM®-T Easy Vector Circle Map and Sequence Reference Points
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pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems
INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS A1360, A1380, A3600 AND A3610.



Transformação
1. Plasmídeos contendo o DNA recombinante podem ser introduzidos em

bactérias, como a E. coli- transformação.

2. Transformação por choque térmico

Durante a transformação, as células bacterianas
especialmente preparadas (competentes) são
capazes de absorver o DNA recombinante



Seleção de recombinantes: Screening azul/branco

Esta seleção de transformantes baseia-se no princípio da α-complementação do gene
β-galactosidase, proteína codificada pelo gene lacZ do lac operon (transporte e
metabolism da lactose em E. coli).

O plasmídeo transporta dentro da sequência lacZ um local interno de clonagem
múltipla (MCS), e com a inserção do GOI*, o lacZ é interrompido e não existe
produção funcional da β-galactosidase.

A presença de uma β-galactosidase ativa pode ser detetada por X-gal- cor azul.

A presença de um inserto em lacZ perturba a formação de uma β-galactosidase ativa,
onde o onde o X-gal não é hidrolisado- colónias brancas.

*GOI- Gene of Interest



Screening azul/branco
Colónias azuis indicam um gene lacZ funcional (sem inserto)-

Colónias brancas indicam o gene lacZ inativado (recombinante bem-sucedido- com inserto).



Passos da Clonagem molecular por pGEM-T EASY



Alguns plasmídeos permitem selecionar diretamente os recombinantes.

Esses plasmídeos contêm um gene de E. coli letal (e.g. ccdB, Eco47I)

1. Uma vez que a inserção
do fragmento interrompe o 
gene ccdB que se encontra
fundido com o terminal C 
do lacZ,  o processo letal

deixa de ocorrer.

2. A ligação de um produto
de PCR interrompe à 

expressão do gene lacZ-
ccdB

3. Esta fusão permite o 
crescimento apenas de 

recombinantes positivos
após a transformação em

células de E. coli.

Seleção de transformantes: seleção positiva



Protocolo de Clonagem de um Produto de PCR com o vector
pGEM-T Easy (Promega Corporation)

1. REAÇÃO DE LIGAÇÃO
Efetuar cálculo da concentração de produto de PCR para uma reação ótima de ligação, considerando a
proporção de 3:1 (inserto:vetor). Aplique a fórmula seguinte, considerando que o inserto tem 500 bp, o vetor
tem 3 000 bp, e a concentração do vetor pGEM-T Easy (50 ng):

2. Misture a reação suavemente por pipetagem e incube por 20-60 minutos à temperatura
ambiente (22°C a 23°C). Coloque a reação no gelo e prossiga para a transformação das células.

ProŵeŐĂ CorƉorĂtion ͼ ϮϴϬϬ toods Hoůůoǁ ZoĂd ͼ MĂdŝson͕ tI  ϱϯϳϭϭͲϱϯϵϵ U^A ͼ Toůů &ree ŝn U^A ϴϬϬͲϯϱϲͲϵϱϮϲ ͼ ϲϬϴͲϮϳϰͲϰϯϯϬ ͼ &Ăǆ ϲϬϴͲϮϳϳͲϮϱϭϲ 5
www.promega.com  TMϬϰϮ ͼ Zeǀŝsed ϭϬͬϮϭ

4. An aliquot of the PCR reaction should be analyzed on an agarose gel before use in the ligation reaction to verify 
that the reaction produced the desired product. The PCR product to be ligated can be gel-purified or purified 
directly from the PCR amplification using the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Cat.# A9281).  
Clean-up of reactions prior to ligation is recommended to remove primer dimers or other undesired reaction 
products, and to improve ligation efficiency. Exposure of PCR products to shortwave ultraviolet light should be 
minimized in order to avoid the formation of pyrimidine dimers.

3.B. Optimizing Insert:Vector Molar Ratios

The pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems have been optimized using a 1:1 molar ratio of the Control Insert 
DNA to the vectors. However, ratios of 8:1 to 1:8 have been used successfully. If initial experiments with your PCR 
product are suboptimal, ratio optimization may be necessary. Ratios from 3:1 to 1:3 provide good initial parameters. 
The concentration of PCR product should be estimated by comparison to DNA mass standards on a gel or by using a 
fluorescent assay (3). The pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vectors are approximately 3kb and are supplied at 50ng/µl. 
To calculate the appropriate amount of PCR product (insert) to include in the ligation reaction, use the following 
equation.

ng of vector × kb size of insert 
  ×  insert:vector molar ratio  =  ng of insert

kb size of vector

Example of insert:vector ratio calculation:

How much 0.5kb PCR product should be added to a ligation in which 50ng of 3.0kb vector will be used if a 3:1 
insert:vector molar ratio is desired?

50ng vector × 0.5kb insert
  ×

3
  =  25ng insert

3.0kb vector 1

Using the same parameters for a 1:1 insert:vector molar ratio, 8.3ng of a 0.5kb insert would be required.

Tip: The Biomath calculator (www.promega.com/biomath/) can be used to determine the amount of insert 
DNA needed. The pGEM®-T Vector size is 3000bp and the pGEM®-T Easy Vector size is 3,015bp.
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Protocolo de Clonagem de um Produto de PCR com o vector pGEM-T 

Easy (Promega Corporation) 
 

1. REAÇÃO DE LIGAÇÃO 

1.1. Prepare a reação de clonagem pGEM-T Easy® de acordo com a Tabela I. 

1.2. Prepare a reação de clonagem TOPO® usando os reagentes na ordem indicada. 

1.3. Realize o cálculo da concentração de produto de PCR para uma reação ótima de ligação, 
considerando a proporção de 3:1 (inserto:vetor). Aplique a fórmula seguinte, considerando 
que o inserto tem 500 bp, o vetor tem 3 000 bp, e a concentração do vetor pGEM-T Easy (50 
ng): 

  

 
 

Tabela 1. Reagentes para a preparação da reação de clonagem pGEM-T Easy. 
 

Reagente Volume 
Produto de PCR purificado (25 ng/µl) 0,5–3 μl 
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5 μl 
pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1 μl 
Água purificada (ddH2O) Perfazer até 10 μl 
T4 DNA Ligase (3 Weiss units/µl) 1 μl 
Volume final 10 μl 

 
Após a adição dos reagentes de acordo com a tabela 1 siga os seguintes passos: 
 
1.4. Misture a reação suavemente por pipetagem e incube por 20-60 minutos à temperatura 
ambiente (22° C a 23 ° C).  
Nota: Incubar overnight a 4°C para obtenção de máximo número de transformantes. 
 
1.5. Coloque a reação no gelo e prossiga para a transformação das células. 
 

 
2. TRANSFORMAÇÃO COM CÉLULAS COMPETENTES JM09 

 

Material 
• A reação de ligação pGEM-T Easy 

• Placas LB/ampicillina/IPTG/X-Gal  

• banho de água a 42 ° C 
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4. An aliquot of the PCR reaction should be analyzed on an agarose gel before use in the ligation reaction to verify 
that the reaction produced the desired product. The PCR product to be ligated can be gel-purified or purified 
directly from the PCR amplification using the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Cat.# A9281).  
Clean-up of reactions prior to ligation is recommended to remove primer dimers or other undesired reaction 
products, and to improve ligation efficiency. Exposure of PCR products to shortwave ultraviolet light should be 
minimized in order to avoid the formation of pyrimidine dimers.

3.B. Optimizing Insert:Vector Molar Ratios

The pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems have been optimized using a 1:1 molar ratio of the Control Insert 
DNA to the vectors. However, ratios of 8:1 to 1:8 have been used successfully. If initial experiments with your PCR 
product are suboptimal, ratio optimization may be necessary. Ratios from 3:1 to 1:3 provide good initial parameters. 
The concentration of PCR product should be estimated by comparison to DNA mass standards on a gel or by using a 
fluorescent assay (3). The pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vectors are approximately 3kb and are supplied at 50ng/µl. 
To calculate the appropriate amount of PCR product (insert) to include in the ligation reaction, use the following 
equation.

ng of vector × kb size of insert 
  ×  insert:vector molar ratio  =  ng of insert

kb size of vector

Example of insert:vector ratio calculation:

How much 0.5kb PCR product should be added to a ligation in which 50ng of 3.0kb vector will be used if a 3:1 
insert:vector molar ratio is desired?

50ng vector × 0.5kb insert
  ×

3
  =  25ng insert

3.0kb vector 1

Using the same parameters for a 1:1 insert:vector molar ratio, 8.3ng of a 0.5kb insert would be required.

Tip: The Biomath calculator (www.promega.com/biomath/) can be used to determine the amount of insert 
DNA needed. The pGEM®-T Vector size is 3000bp and the pGEM®-T Easy Vector size is 3,015bp.



Transformação
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• incubadora a 37 ° C com agitação e sem agitação 

• Espalhadores 

• Meio S.O.C. 

• 1 tubo de células JM109™para cada transformação (descongelado no gelo). 
 

Procedimento 

2.1. Centrifugue brevemente (spin down) a reação de ligação. Adicione 2μl de cada reação de 
ligação a um Tubo estéril de 1,5 ml em gelo. 

2.2. Coloque as células competentes JM109 em gelo até que descongelem (5 minutos). Misture 
as células batendo suavemente o tubo. 

2.3. Transfira cuidadosamente 50μl de células para os tubos de reação de ligação do passo 2.1, 
e incubar no gelo por 10 minutos. 

2.4. Aplicar choque térmico nas células por 45–50 segundos a 42°C. NÃO AGITE. A seguir, 
colocar rapidamente os tubos no gelo por 2 minutos. 

2.5. Adicione 950μl de meio SOC à transformação da reação de ligação, à temperatura 
ambiente. Incube por 1 hora a 37°C com agitação (~150rpm). 

2.6. Plaquear 100μl de cada cultura de transformação em placas LB/ampicilina/IPTG/X-Gal pré-
aquecidas.  

2.7. Incube as placas durante a noite a 37°C.  Selecione colónias brancas. 
 
 
3. SELEÇÃO DE TRANSFORMANTES E CÁLCULO DA EFICIÊNCIA DE TRANSFORMAÇÃO 
 
A clonagem bem-sucedida de um inserto no vetor pGEM-T® Easy interrompe o gene lacZα, 
prevenindo a produção funcional da enzima β-galactosidase. Assim através do screening de 
colónias azuis e brancas realiza-se a seleção de transformantes. Os clones recombinantes podem 
ser identificados pela triagem de cores nas placas indicadoras: colónias azuis e brancas obtidas. 
Normalmente, clones que contêm produtos de PCR produzem colónias brancas, enquanto as 
colónias azuis não têm insertos, tendo o gene lacZ funcional.  
 
A fórmula para calcular a eficiência da transformação (TE) é: 
 

 
Dados para cálculo e exemplo: 

• Colónias: Contagem de transformantes na placa. 
• Quantidade de DNA (!g):  

Volume de DNA usado (µL) × Concentração (ng/µL) 

!"	(%&'/µg) = !ú"#$%	'#	(%)ó*+,-	((/0)
Quantidade de DNA plaqueado (2g)

 X 3%)0"#	4%4,)	'#	4$,*-/%$",çã%	(2l)
Volume plaqueado (2l)

 
 



CÁLCULO DA EFICIÊNCIA DE TRANSFORMAÇÃO 
A fórmula para calcular a eficiência da transformação (TE) é:

Dados para cálculo e exemplo:

•Colónias: Contagem de transformantes na placa (ex. 300).

•Quantidade de DNA (𝜇g):

•Fator de Diluição/Plaqueamento: Se apenas uma parte da mistura de transformação 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 cálculo (based on Promega protocol):
• Transforme 25 ng (0,025μg) de DNA.
• Adicionar meio SOC de 950μL (volume total = 1000μL)
• Placa 100μL (uma diluição 1:10 da mistura total).
• Colónias de contagem (ex. 300).
• Calcular:

Volume de DNA usado (µL) × Concentração (ng/µL) 

Exemplo: 1ng = 0.001µg (25ng= 0.025 µg) 

 

DNA plaqueado = 0.025µg × !""#L
!"""#L = 0.0025µg. 

TE = $""cfu
".""&'#g = 1.2 × 10'cfu/µg. 

 

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

