
Il Clonaggio 

del DNA  



ClonazioneClonazione   

ClonaggioClonaggio   

In Biologia, clonare un organismo significa ottenere da un individuo 

una popolazione di organismi geneticamente identici.  

In Biologia Molecolare clonare un tratto di DNA significa ottenere 

un insieme di molecole di DNA identiche a quelle di partenza.  

Tecnologia del DNA 

Ricombinante  



TECNOLOGIA DEL DNA RICOMBINANTE  
 

Ha reso possibile il CLONAGGIO dei GENI permettendo di 

ISOLARE 

AMPLIFICARE      frammenti di DNA   

SEQUENZIARE  

Perché manipolare i geni? 

1) Per facilitare lo studio dellôespressione genica e della regolazione 

fisiologica; 

2) per identificare il prodotto di un gene e/o per ottenerne la 

sovraespressione; 

3) per studiare la relazione fra struttura e funzione delle proteine; 

4) per identificare componenti cellulari che interagiscono con particolari 

sequenze di acidi nucleici o con particolari domini proteici 



Applicazioni del Clonaggio del 

DNA  
Ricerca di base: studio dei maccanismi di replicazione genica e 

dellôespressione nei procarioti e negli eucarioti. 

 

Ricerca applicata: per ottenere microrganismi in grado di 

produrre composti come lôinsulina umana, lôinterferone, ormoni 

della crescitaé 

Terapia genica 



PROCEDURA di CLONAGGIO  

ÅISOLAMENTO del gene 

 

 

ÅINSERZIONE del gene in un VETTORE PLASMIDICO  

 

 

ÅINTRODUZIONE del vettore plasmidico IN CELLULE 

VIVENTI per propagarlo. 

 



Cosa serve per un clonaggio ? 

ÅGene (DNA di interesse) 

ÅEnzimi di restrizione 

ÅDNA ligasi 

ÅVettore 

ÅCellula ospite 



DNA Cloning  

DNA cloning is a technique for 

reproducing DNA fragments.  It can be 

achieved by two different approaches:  (1) 

cell based,  and (2) using polymerase 

chain reaction (PCR).  In the cell-based 

approach, a vector is required to carry the 

DNA fragment of interest into the host 

cell.  The following figure shows the 

typical procedure by using plasmids as 

the cloning vector.    

The essential steps in DNA cloning using plasmids as 

vectors. 

(a) DNA recombination.  The DNA fragment to be cloned is 

inserted into a vector.  The recombinant vector must also 

contain an antibiotic-resistance gene (not shown). 

(b) Transformation.   The recombinant DNA enters into the 

host cell and proliferates.  It is called "transformation" 

because the function of the host cell may be altered.  Normal 

E. coli cells are difficult to take up plasmid DNA from the 

medium.  If they are treated with CaCl2, the transformation 

efficiency can be significantly enhanced.   Even so, only one 

cell in about 10,000 cells may take up a plasmid DNA 

molecule.  

(c) Selective amplification.  A specific antibiotic is added to 

kill E. coli without any protection.  The transformed E. coli is 

protected by the antibiotic-resistance gene whose product can 

inactivate the specific antibiotic.  In this figure, the numbers 

of vectors in each E. coli cell are not the same, because they 

may also reproduce independently. 

(d) Isolation of desired DNA clones.   
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Enzimi di 

Restrizione  
Sono  endonucleasi di tipo II  (classe delle idrolasi) in grado di tagliare 

i legami fosfodiesterei del DNA per dare frammenti specifici. 

Lõattivit¨ endonucleasica e la funzione di metilazione del DNA sono 

separate. Non hanno bisogno di ATP.  

Endonucleasi di tipo I e III:  sono 

enzimi bifunzionali e necessitano di 

ATP come coenzima.  

Tipo I: taglio casuale  

Tipo III: taglio in siti 

specifici (24-26 coppie 

di basi a valle del sito di 

riconoscimento).  





Sono enzimi di origine batterica  necessari per degradare il DNA 

virale dei batteriofagi  

Riconoscono sequenze di 4,6, o 8 coppie nucleotidiche  





Commonly used restriction enzymes.  

                           

Note:  The "Recognition site" of a restriction enzyme is also called the restriction site.  In this 

column, the first line is from 5' to 3' and the second line is from 3' to 5'.  The arrow indicates the 

cleavage site.  If the cleavage site is not at the center, the restriction enzyme will generate sticky ends 

which can base-pair with other DNA fragments cleaved by the same restriction enzyme.   If the 

cleavage site is at the center, the restriction enzyme will generate blunt ends. 



Gli enzimi di restrizione possono 

generare estremità piatte ( blunt 
ends ) oppure estremità coesive 

(sticky  ends ). 

Isoschizomeri:  enzimi di 

restrizione che riconoscono 

la stessa sequenza.  

 

Isocaudameri: riconoscono 

siti diversi, ma lasciano 

estremità compatibili (es. 

BamHI e Sau3A).  

 

5õ-GGATCC-3õ          5õ-GATC-3õ 

3õ-CCTAGG-5õ          3õ-CTAG-5õ 






