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Una vez que se ha desarrollado un procedimiento de clonacion, es necesario separar las colonias de bacterias que han incorporado los plasmidos recom-
binantes que llevan el gen de interés, de las que han incorporado otros plasmidos recombinantes, pero sin ese gen.

Para ello, las bacterias con los plésmidos recombinantes se transfieren a una nueva placa Petri con un medio de cultivo adecuado, para que proliferen
hasta formar colonias visibles. Sobre esta nueva placa se trabajar para localizar los clones con el ADN recombinante que lleve el gen de interés.
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CLONACIÓN ADN
FICHA DE APUNTES
Es: V

En: V
  - Procariotas: V

  - Eucariotas V
CARACTERÍSTICAS DEL HOSPEDADOR:

1. V
2. V
3. V
4. V
VECTORES


uDef: V

uCaracterísticas: (imp. deben portar genes marcadores, ejemplos, y su propio origen de replicación) V

uTipos: V



nPlásmidos: V



nVirus: V



nCósmidos: (plásmido + gen cos del fago ( ) V
EJEMPLO DE CLONACIÓN de gen humano CON Escherichia coli
V
(1):  Uso del mismo enzima de restricción en:



a)  Plásmido (con gen amp y lac z. Atención: el enzima usado rompe por el gen lac z) V


b)  ADN humano V
(2): Mezcla de fragmentos. Resultado: V

(i): Plásmido no recombinante V

(ii):  Plásmidos recombinantes con genes humanos de interés. V

(iii): Plásmidos recombinantes con genes humanos no interesantes. V
(3): Se juntan los plásmidos con cepas de Escherichia coli con mutación que inutiliza gen lacZ. V
(4):  Cultivo de bacterias en placas de Petri con ampicilina y X-gal. Resultados: V

(i): Bacterias sin plásmidos: mueren por la ampicilina. V

(ii) Bacterias con plásmidos no recombinantes con gen lacZ intacto: colonias azules. V

(iii): Bacterias con plásmidos recombinantes con gen lacZ roto: colonias blancas. V
(5): Clonación de estas últimas colonias y se fomran genotecas de ADN.V
(6): Identificación del clon que lleva el gen que nos interesa V

- Se utilizan sondas de ADN: oligonucléotidos. (radiactivas p.ej.) V

- Desnaturalización V

- Mezcla con sonda V

- Detección de la hibridación tras la renaturalización (p. ej. con una placa fotográfica que detecta la radioactividad de la sonda si está en colonias híbridas) V
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