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PROTOCOLO GERAL
Design de primers

para PCR com 
sequência LIC

Amplificação por 
PCR da sequência

Purificação dos 
produtos de 

amplificação por 
PCR

Criação de 
extensões a 5’ no 
inserto e no vetor 

Incubação do vetor 
e do produto de 

PCR para se 
ligarem

Transformação

Vetor Inserto



ESPECIFICIDADES DO MÉTODO LIC

Não requer: enzimas de restrição,           
T4 DNA ligase, fosfatase alcalina

Baixo custo

Escolha entre muitos vetores 
diferentes

Extremidades coesivas dos vetores 
não são complementares

Elevada eficiência de clonagem

Constrangimentos da sequência: 
overhangs de 10-15 pb não podem 
conter o dNTP presente na reação 

Requer vetores específicos 

Nem todas as sequências são 
passíveis de sofrerem modificações

Não permite clonar múltiplos 
fragmentos



Criação de métodos altamente 
eficazes para estudos de 
cristalografia de proteínas

Vetor de expressão LIC com o 
local de clivagem TEV na 

sequência líder

Elevada eficiência de clonagem, 
expressão, purificação e 
clivagem de proteínas

EXEMPLO


