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LANATURALEZA MANTIENE LAIDENTIDAD DE LAS ESPECIES




DESTRUCCION DEL DNAFORANEO EN UNABACTERIA




ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

GAATTC GGATCC
CTTAAG CCTAGG

EcoRlI BamHI|




DNA «A» EcoRlI BamHlI
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EcoRIl BamHlI

DNA «B» ‘ |

CORTE, MEZCLAY LIGACION
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DNARECOMBINANTE




PLASMIDOS NATURALES BACTERIANOS DE RESISTENCIAAANTIBIOTICOS

ADN bacteriano Plasmidos




PLASMIDO ARTIFICIAL pUC19

HindlIl
SpH
Psd
Sall
Xbal
BawmHI
Swmal
Kpnl
Sacl
EcoRI

pUC19
2.686 kb

.......
..........

Aadl

Sspl



COMPONENTES DE LA CLONACION

VECTORES
INSERTOS

CELULAS HUESPED



¢ COMO CLONAR A LAPROTEINAVIRAL VP-1 EN UN
PLASMIDO?



1. CONOCER EL MAPAGENICO Y DE RESTRICCION DEL VIRUS

EcoRI
(1562)

500

70

BamHI(4634)



2. ELEGIR UN VECTOR
(Pucl9)

HindlIl
Sphl
b=
Sall
xhal
EiamHI
Sal
Epnl
Sacl
EcoRI

Z.686 kb

Aol
Sepl



3. PURIFICAR ELVIRUS




4. DESNATURALIZAR Y EXTRAER LAS PROTEINAS VIRALES

CENTRIFUGARY OBTENER ELDNAVIRALDE LAFASE ACUOSA



5. PRECIPITAR EL DNAVIRAL CON ACETATO DE SODIO Y ETANOL

&

-l

— -

othano! and
salt solution

-

Contrifuge
and remove
liquid P

SE HAOBTENIDO DNAVIRAL PURO



6. CORTAR EL DNA VIRAL Y EL PLASMIDO CON LAS
MISMAS ENZIMAS DE RESTRICCION (EcoRI/BamHI)



7. SEPARAR LOS FRAGMENTOS DE DNAVIRAL POR
ELECTROFORESIS EN UN GEL DE AGAROSA

FUENTE DE PODER BANDAS DE DNAVISTAS CON UV



8. CORTAR LA BANDA DESEADA DE DNAVIRAL, COLOCARLAEN UN TUBO
DE DIALISISY ELUIR ELDNAVIRAL POR CORRIENTE ELECTRICA, DENTRO
DE UNA CUBA. LUEGO DE PRECIPITADO SE HAOBTENIDO EL DNAVIRAL
CORTADO ENTRE LOS SITIOS EcoRI y BamHI

,
el
R




9. LIGAR EL INSERTO CON ELVECTOR

HindlIl
Sphl
b=
Sall
xhal
EiamHI
Sal
Epnl
Sacl
EcoRI

Z.686 kb

Aol
Sepl
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RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO

e I F y
oo Ymasee o0 v
: Havss v
Ariwsd
(g o M e
(=l
T oF Pag b " v
[



10. TRANSFORMAR BACTERIAS
(METODO DEL CLORURO DE CALCIO)

Escherichia coli



11. CULTIVAR LAS BACTERIAS CONTENIENDO AL VECTOR Y AL INSERTO
EN UNA PLACA CON AMPICILINA, IPTG Y X-GAL. SE OBTENDRAN
COLONIAS BLANCAS (CON EL INSERTO) YAZULES (SIN EL)

SE HACLONADO EILL GEN VP-1



12. PICAR UNA COLONIABLANCAY CULTIVARLAEN UN
VOLUMEN GRANDE DE CALDO CON AMPICILINA

LUEGO, OBTENER EL DNA PLASMIDICO CON EL INSERTO DE DNA VIRAL
DESTRUYENDO LAS PROTEINAS. MAXIPREP.



EXTRAER EL DNA PLASMIDICO CONTENIENDO EL GEN VIRAL
DESDE UN GRAN VOLUMEN DE BACTERIAS (MAXIPREPARADOS,
GRADIENTE DE CLORURO DE CESIO O KITS COMERCIALES DE
EXTRACCION). SE HA OBTENIDO UNA GRAN CANTIDAD DE DNA

VIRAL.




OTROS VECTORES DE CLONACION

CROMOSOMASARTIFICIALES EN LEVADURAS (YAC)
BACULOVIRUS EN CELULAS DE INSECTOS
RETROVIRUS EN CELULAS ANIMALES

CELULAS VEGETALES.



