
Clonaggio Molecolare

DNA da inserire:inserto
1) DNA genomico
2) DNA sintetico
3) DNA da PCR
4) cDNA

DNA del vettore

Digestione con enzimi
di restrizione

Ligasi

Trasformazione delle cellule di E.coli

Selezione dei trasformanti



Separazione del DNA



DNA genomico



Manipolazione del DNA - Nucleasi  



Manipolazione del DNA - endoNucleasi  



Manipolazione del DNA – Enzimi di restrizione  



Manipolazione del DNA – Enzimi di restrizione  
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Manipolazione del DNA – Enzimi di restrizione  



DNA genomico

E.coli 4.0 X 103

S.cerevisiae 1.3 X 104
A.thaliana 1.3 X 105

Z.mais 1.5 X 107

D.melanogaster 1.8 X 107

Topo 2.3 X 109

Uomo 2.8 X 109
X.lavis 3.0 X 109

Dimensioni del DNA genomico (Kb)



DNA genomico

Enzyme Sequence E.coli  A.thaliana  C.elegans  Drosophila H.sapiens
Apa I  GGGCCC  15000 25000 40000 6000 2000
Avr II CCTAGG 150000 15000 20000 20000 8000
BamH I GGATCC 5000 6000 9000 4000 5000
Dra I TTTAAA 2000 2000 1000 1000 2000

Dimensione media dei frammenti dopo restrizione



DNA genomico



Enzimi di Restrizione



Manipolazione del DNA – Enzimi di restrizione  



Enzimi di Restrizione
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DNA ligasi





DNA ligasi

Dna Ligasi:

T4 Dna Ligasi - Agisce su qualsiasi estremita’

E.Coli Ligasi - Agisce su estremita’ coesive



DNA ricombinante: enzimi di modificazione

Fosfatasi Alcalina - 5’GOH 5’GOH

3’CTTAAp 3’CTTAAOH

Polinucleotide chinasi - 5’GOH 5’GOH

3’CTTAAOH 3’CTTAAp

DNA da inserire:
1) DNA genomico
2) DNA sintetico
3) DNA da PCR
4) cDNA

DNA del vettore
Digestione con enzimi
di restrizione

Ligasi



DNA ricombinante: linkers e adattatori



DNA ricombinante: linkers e adattatori



Manipolazione del DNA - Nucleasi  



DNA ricombinante: enzimi di modificazione

Dna nucleasi:

Esonucleasi di l - Agisce in dir. 5’ -> 3’ 5’GAATTOH 5’GAATTOH

3’CTTAAp 3’Cp

Esonucleasi III - Agisce in dir. 3’ -> 5’ 5’GAATTOH 5’GOH

3’CTTAAp 3’CTTAAp

Esonucleasi Bal31 - Agisce in entrambe le direzioni 5’GAATTOH 5’   pAAOH

3’CTTAAp     3’OHTTp

Endonucleasi S1 - Agisce sul DNA a singolo filamento 5’GAOH 5’GAOH

3’CTTAAp                  3’CTp



Manipolazione del DNA – Polimerasi  



DNA ricombinante: enzimi di modificazione

Fosfatasi Alcalina - 5’GOH 5’GOH

3’CTTAAp 3’CTTAAOH

Polinucleotide chinasi - 5’GOH 5’GOH

3’CTTAAOH 3’CTTAAp

DNA da inserire:
1) DNA genomico
2) DNA sintetico
3) DNA da PCR
4) cDNA

DNA del vettore
Digestione con enzimi
di restrizione

Ligasi



Enzimi di Restrizione



DNA ligasi



Clonaggio Molecolare: Fosfatasi alcalina



Clonaggio Molecolare: DNA Topoisomerasi



Clonaggio Molecolare: DNA Topoisomerasi



DNA ricombinante: PCR, TA cloning



Clonaggio Molecolare


