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Il clonaggio

Qui il gene diventa realmente un clone in quanto 
amplificato in molte copie (500-600 copie per batterio per i 

plasmidi moderni) 

Il clonaggio è una tecnica che permette di produrre copie identiche di un 
frammento di DNA utilizzando un vettore.
Si tratta di un insieme di metodi sperimentali nella biologia molecolare che 
consente di ottenere più copie di una determinata sequenza nucleotidica



I vettori: plasmidi



Gli enzimi di restrizione
Werner Arber, Daniel Nathans e Hamilton Smith ricevettero
nel 1978 il Premio Nobel per la Medicina “per la scoperta 
degli enzimi di restrizione e la loro applicazione a problemi 
di genetica molecolare”, quando notarono che quando in 
un ceppo del batterio Escherichia coli si introduceva del DNA 
proveniente da un ceppo diverso, questo DNA veniva tagliato
in frammenti. 

Lo stesso accade quando i batteri vengono infettati da un virus: 
la crescita del virus veniva perciò detta ristretta, tramite questo
sistema immunitario primitivo, mentre i siti di taglio sul genoma
batterico sono protetti via metilazione del DNA.

I siti palindromici vengono tagliati: e.g. per ecoRI

diventa



Alcuni enzimi generano estremita’ protrudenti, altri piatte





Gli enzimi di restrizione possono tagliare in piu 
punti del genoma
• Nel caso di un DNA con uguali percentuali di AT e GC, una sequenza di 4 basi comparirà con una 

frequenza di ¼^4, quindi in media ogni 256 paia di basi

• Una di 6 basi con una frequenza di ¼^6, quindi in media ogni 4096 paia di basi, e così via (PS: errato sul 
libro).

• Una di 8 basi con una frequenza di ¼^8, quindi in media ogni 65536 paia di basi, e così via.



Copia e incolla di regioni tagliate tramite ligasi



  
 Clonaggio 

• Step 1: taglio del plasmide e del 
DNA target via enzimi di restrizione

• Step 2: Ligazione con ligasi per 
inserire il DNA target nel vettore



Elettroforesi

• Gel di agarosio o di acrilamide 
per maggior risoluzione

• Il DNA migra in base alla 
struttura (plasmidi 
circolarizzati CCC, open-
circular con solo un filament 
tagliato OC o DNA linearizzato 
L) e al peso molecolare

• Il DNA e’ visualizzato tramite 
bromuro di etidio, che 
fluoresce se esposto a UV
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Clonaggio
Step 1: taglio del plasmide e del DNA 

target via enzimi di restrizione
Step 2: Ligazione con ligasi per inserire il 

DNA target nel vettore
Step 3: Trasformazione del vettore

Le cellule batteriche possono incorporare il DNA esogeno solamente 
quando si trovano in un particolare stato, detto di “competenza”. Alcuni 
batteri, come B. subtilis, sono naturalmente trasformabili, in quanto
possiedono dei geni (detti com, per competenza )

La grande maggioranza dei batteri, compreso E. coli, usatissimo per il 
clonaggio, non è naturalmente trasformabile e, quindi, la competenza
deve essere indotta artificialmente.

Libreria di plasmidi



Trasformazione con shock termico



Trasformazione con elettroporazione







Possiamo usare le 
caratteristiche 
patogeniche di 
Agrobacterium per la 
trasformazione di 
piante (e non solo)



Integrazione del T-DNA 



I plasmidi naturali di Agrobacterium sono 
larghi (200kb) e contengono molti geni “inutili”



I ricercatori hanno ingegnerizzato piccoli 
(11kb) plasmidi utili per il clonaggio



In natura Agrobacterium infetta le 
dicotiledoni..
…ma in laboratorio



E molte altre specie

Ur Rahman et al.,2024



Organismi transgenici

• *



Clonaggio
Step 1: taglio del plasmide e del DNA 

target via enzimi di restrizione
Step 2: Ligazione con ligasi per inserire il 

DNA target nel vettore
Step 3: Trasformazione del vettore

Le cellule batteriche possono incorporare il DNA esogeno solamente 
quando si trovano in un particolare stato, detto di “competenza”. Alcuni 
batteri, come B. subtilis, sono naturalmente trasformabili, in quanto
possiedono dei geni (detti com, per competenza )

La grande maggioranza dei batteri, compreso E. coli, usatissimo per il 
clonaggio, non è naturalmente trasformabile e, quindi, la competenza
deve essere indotta artificialmente.

Libreria di plasmidi



Screening di una libreria

• Al termine del processo di clonaggio si 
ottiene una libreria di DNA ricombinante. 
Per identificare i cloni desiderati:
• Rivelazione immunologica
• Complementazione di una mutazione
• Ibridazione DNA/DNA
• PCR



Complementazione

• Questo sistema si basa sull’utilizzo di mutanti (es. mutanti auxotrofi, cioè incapaci di sintetizzare un 
determinato composto). 

• ESEMPIO: Supponiamo, in questo caso, di voler clonare un gene (Y) che codifica un enzima coinvolto 
nella biosintesi dell’aminoacido istidina. Se nella banca genomica esiste (almeno) un clone con un 
plasmide ricombinante contenente il gene Y e se questo gene viene trascritto e tradotto nelle cellule 
ospiti, la proteina Y si accumula nel citoplasma. Se un ceppo auxotrofo per l’istidina (mutato nel gene Y) 
viene trasformato con l’intera banca genomica, solamente le cellule che ricevono il plasmide 
ricombinante contenente il gene Y funzionante saranno capaci di sintetizzare nuovamente e 
autonomamente l’istidina e saranno perciò le sole cellule capaci di crescere in un terreno minimo privo 
dell’aminoacido.



LA PCR
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L’alta temperatura
denature separa i 
due filamenti di 
DNA



DNA polimerasi temperatura-resistente da Thermus aquaticus da Yellowstone



Partendo da una molecola di DNA, dopo 4 cicli di 
amplificazione, quante molecule di DNA avremo?
• A: 4
• B: 8
• C: 16
• D: 64



Partendo da una molecola di DNA, dopo 4 cicli di 
amplificazione, quante molecule di DNA avremo?
• A: 4
• B: 8
• C: 16
• D: 64

• Effettivamente nei primi cicli le molecole non sono della 
lunghezza esatta. Quindi dopo 30 cicli avremo 

     228 = 268.435.456 molecole!!!!





Tipico protocollo di PCR



La PCR quantitativa puo’ essere usata per 
“quantificare” il DNA ( o l’RNA)





RT-PCR versus qRT-PCR

RT-PCR

qRT-PCR



La trascrittasi inversa e permette la 
quantificazione dell’RNA

Amplificazione degli RNA messaggeri Amplificazione di tutti gli RNA



PCR in situ e FISH
Mediante la PCR in situ è possibile:

• ■ utilizzare una qualsiasi sequenza di DNA come bersaglio, il che ha come 
conseguenza immediata un’alta specificità;

• ■ valutare la presenza di un gene mutato all’interno

• di una cellula, grazie all’alta specificità;

• ■ identificare un gene estraneo all’interno della cellula ospite, ad esempio 
un DNA virale o un transgene;

• ■ monitorare la presenza di un microrganismo direttamente all’interno di 
un campione ambientale,

• come nel caso di comunità microbiche complesse;

• ■ tracciare elementi genetici mobili come i trasposoni;

• ■ monitorare e seguire il destino di plasmidi all’interno di una comunità 
microbica per verificare il livello di trasferimento genico orizzontale;

• ■ monitorare, mediante RT-PCR (vedi oltre), l’espressione di un 
determinato gene e, quindi, la sua funzione.

Fissazione



Il clonaggio

Step 1: taglio del plasmide e del DNA 
target via enzimi di restrizione

Step 2: Ligazione con ligasi per inserire il 
DNA target nel vettore

Step 3: Trasformazione del vettore
Step 4: Verifica e selezione del vettore

Step 5: Espressione del vettore





“Emmanuelle Charpentier and Jennifer Doudna are awarded the Nobel Prize 
in Chemistry 2020 for discovering one of gene technology’s sharpest tools: 
the CRISPR/Cas9 genetic scissors. Researchers can use these to change the 
DNA of animals, plants and microorganisms with extremely high precision. 
This technology has revolutionised the molecular life sciences, brought new 
opportunities for plant breeding, is contributing to innovative cancer 
therapies and may make the dream of curing inherited diseases come true.”



CRISPR/Cas e l’immunita’ batterica

• CRISPR (pronuncia crisper) è l’acronimo di Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats e identica dei frammenti di DNA procariotico che 
contengono corte ripetizioni (repeats) di sequenze di basi (di 21-48 paia di basi) in 

cui ogni ripetizione è seguita da piccoli segmenti di DNA spaziatore (spacer) che 
deriva da esposizioni precedenti a DNA plasmidico o virale.

• Queste ripetizioni furono per la prima volta descritte in E. coli negli anni ’80 del 
secolo scorso, ma la loro funzione non fu chiarita no al 2007, quando Barrangou e 
i suoi collaboratori dimostrarono che il batterio Streptococcus thermophilus può 
diventare resistente a un batteriofago integrando un segmento del DNA virale 
all’interno di un locus CRISPR presente nel DNA batterico.

• CRISPR-Cas fornisce alle cellule procariotiche una forma di immunità acquisita, 
eliminando il DNA estraneo di batteriofagi e altri elementi genetici mobili. Infatti, 
le sequenze spacer dei CRISPR riconoscono e tagliano le sequenze di DNA esogene 
in modo simile al sistema di RNAi (RNA interference) negli organismi eucariotici. 

• NOTA: una differenza sostanziale tra il sistema CRISPR-Cas e il sistema immunitario 
dell’uomo è che CRISPR-Cas modica il genoma del microrganismo in risposta 

all’infezione e, quindi, favorisce una immunità ereditabile.



Fase di adattamento

• Quando un elemento genetico mobile (come il DNA di un 
batteriofago) penetra nel citoplasma di una cellula batterica, 
una corta sequenza (Protospacer Adjacent Motif + 
protospacer), le due eliche della sequenza ripetuta si separano, 
permettendo l’entrata del protospacer, e successivamente, 
grazie all’azione di ricombinasi e delle DNA polimerasi, si 
ricostituisce la doppia elica della sequenza ripetuta (che viene 
così duplicata); la DNA ligasi salda covalentemente la sequenza 

in cui il protospacer è entrato, trasformandolo così in spacer.



Varie tipologie di 
CRISPR/Cas
• Tutte le tipologie di Sistema 

CRISPR/Cas coinvolgono una fase di 
espressione degli RNA, che vengono 
usati per riconoscere i target e 
tagliarli tramite le proteine Cas



Utilizzo di CRISPR/Cas come 
forbici molecolari per il gene 
editing
• Tramite l’espressione di RNA 

guida si puo’ dirigere il taglio 
verso regioni specifiche, poi 
riparate dai meccanismi 
endogeni di riparazione del DNA. 





Metodi di sequenziamento

• Prima generazione: Sanger
• Bassa resa, precisa

• Seconda generazione: Pyrosequencing, Solid, Illumina
• Altissima resa. Molecole corte (100-600bp)

• Terza generazione: Single Molecule Real Time Sequencing (SMRT)
• Alti tassi di errore (anche se metodi per migliorare) e molecole piu’ lunghe 

(>1Mb).



Metodo di sequenziamento 
di Sanger

• Comporta la sintetisi dell’elica 
complementare, ma provocando 
artificialmente in alcune molecole 
neosintetizzate un’interruzione prematura 
della sintesi in corrispondenza di alcune 
basi nucleotidiche, tramite 
dideossiribonucleotidi (ddNTP), i quali, 
essendo privi del gruppo ossidrilico in 
posizione 3’, impediscono l’aggiunta di 
altri nucleotidi.







Sequenziamento illumina (sequencing by 
synthesis)

Il marcatore 
funge 
anche da 
terminatore
.







SMRT: Nanopore sequencing

• Alti errori
• Capace di leggere DNA,  

modifiche del DNA e protein
• Portabile



SMRT sequencing: PacBio
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Microsatelliti e polimorfismi di lunghezza
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