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A ligation independent cloning, ou LIC, diferencia-se das restantes técnicas de clonagem por não              
ser necessário a utilização de uma ligase. Na técnica original é realizado um PCR no inserto onde                 
são adicionados primers 5’ que contém 12 bases de nucleótidos sem dCMP. Como resultado              
desta amplificação serão adicionadas por complementaridade 12 bases de nucleótido sem dGMP            
em 3’. A extremidade 3’ é depois removida pela T4 DNA Polimerase devido a sua atividade                
exonucleotídica 3’-5’ na presença de dGTP, formando assim extremidades coesivas em 5’ (1). O              
vector é linearizado por uma enzima de restrição, e é depois realizado um PCR com primers de                 
12 nucleótidos complementares com as extremidades projectadas do inserto . Posteriormente é            
adicionada a T4 DNA polimerase que remove a extremidade 3’ na presença de dCTP. Assim               
poderá ocorrer circularização recombinante entre o inserto e o vector sem a necessidade de uma               
ligase. A ligation independent cloning poderá ser utilizada por exemplo na síntese de genes              
efetores das proteínas TAL (transcription activator-like) (2). 
Variações sobre esta técnica incluem SLIC (sequence and ligation independent cloning)(5). 
Na variação SLIC todos os dNTP se encontram excluídos da reação inicialmente, permitindo             
assim a formação de extremidades complementares entre o inserto e o vector, por acção da T4                
DNA Polimerase que apenas actua durante um tempo determinado.  
SLIC supera algumas das limitações da LIC e permite a assemblagem de vários fragmentos              
simultaneamente (3). Na técnica SLIC o inserto e o vetor são misturados com E.coli que irá                
reparar o plasmídeo, gerando assim DNA recombinante. Assim nesta variação de LIC, poderão             
ser admitidos pequenos erros nos passos de PCR e de exonuclease da T4 DNA polimerase, desde                
que haja suficientes segmentos homólogos (20-60pb). 
Uma das vantagens da LIC em relação a outros métodos de clonagem é o facto de ter um custo                   
reduzido. Esta técnica permite também a utilização de muitos vetores, pois permite a sua fácil               
adaptação, de forma a poder inserir os insertos desejados, sem ter de utilizar enzimas específicas.               
Ou mesmo se não houvessem enzimas para fazer os cortes desejados, este método facilita a ter as                 
extremidades desejadas. Na utilização do LIC há também uma boa estabilidade na ligação             
vetor-inserto, pois cria 10-12 bp de ligação entre eles. 
Por outro lado, a LIC têm a desvantagem de ser um método demorado e existirem tipos de                 
modificações em sequências que não são possíveis de ser realizadas com o método. 
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