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Endonucleases de Restrição

• Endonucleases de restrição (isoladas de bactérias)
- enzimas que introduzem cortes em moléculas de DNA de cadeia dupla

em locais específicos (cada endonuclease reconhece uma sequência específica)   

• Descobertas no fim dos anos 60 – ferramenta chave no processo de clonagem 
de genes ou fragmentos de DNA



Endonucleases de Restrição

• Nas bactérias fazem parte 
dos sistemas de protecção 
contra a invasão de DNA 
estranho, por exemplo de 
vírus. O DNA bacteriano é 
protegido por metilação 
das sequências de 
reconhecimento das 
enzimas de restrição  



Endonucleases de Restrição

• As que reconhecem sequências de 
4 a 8 pb são as geralmente utilizadas 
e podem gerar 3 tipos de 
extremidade diferentes após o corte 



Endonucleases de Restrição

• As extremidades do DNA 
geradas após clivagem com 
uma enzima de restrição são 
coesivas (excepto no caso das 
enzimas que geram 
extremidades cegas).

• Contudo, enzimas diferentes 
também podem gerar este tipo 
de extremidades   



Clonagem Molecular

• Permite a amplificação in vivo de genes ou fragmentos de DNA

- Fragmentos de DNA de interesse (ex. genes), obtidos pela clivagem de DNA 
com enzimas de restrição ou por PCR, são ligados a um vector de clonagem
formando uma molécula recombinante que depois é introduzida em células 
hospedeiras apropriadas (procariotas ou eucariotas).

• Certos vectores especiais (vectores de expressão) permitem uma elevada 
expressão dos genes clonados possibilitando assim a produção de grandes 
quantidades de proteínas de interesse   

• Essas células ao se dividirem vão replicar não só o seu próprio genoma como a 
molécula recombinante que transportam, permitindo assim obter milhões de 
cópias idênticas (clones) do fragmento de DNA pretendido.

• Os  vectores de origem plasmídica e bacteriofágica são os mais usados para 
clonagem em bactérias. 

• Nalguns casos bactérias transportando plasmídeos podem funcionar como 
vectores (ex. transformação de plantas com Agrobacterium tumefaciens)  



Clonagem Molecular em Bactérias

Ligase

(Também pode ser obtido por PCR)



Transformação



Produção de Insulina em E. coli

• Foi primeira proteína recombinante licenciada 
para uso no ser humano   

• Insulina funcional = Cadeia A + Cadeia B
(resultam do processamento de um único 
polipéptido)    

• Cada uma das cadeias foi produzida em 
separado na forma de produtos de fusão com a 
extremidade C-terminal da ββββ-galactosidase de 
E. coli

• Depois de purificadas as proteínas de fusão 
as porções ββββ-galactosidásicas foram 
removidas por tratamento com CNBr (brometo 
cianogénico) e as duas cadeias renaturadas na 
insulina funcional  

• Entretanto foi desenvolvido um sistema de 
produção da insulina em S. cerevisiae
(levedura)  



Produção de vacina contra o vírus da 
hepatite B  

• Clonagem e expressão em levedura de um gene 
viral que codifica para um antigénio de superfície  

+



Clonagem Molecular em Plantas



Produção de Plantas transgénicas

Gene Bt (Bacillus thuringiensis ) – codifica para 
proteína tóxica que mata a broca do milho 
europeia - larva de insecto lepidóptero
que se alimenta do caule da planta do milho.
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