Esonero di Ingegneria Genetica

State studiando una piccola pianta modello: Cactus experimentalis

Il vostro scopo e' di isolare il gene che codifica per la proteina spinosina.

Che tipo di libreria dovete  creare?

Elencate almeno tre caratteristiche del vettore che  decidete di usare:

1)

2)

3)

Dopo aver isolato il DNA, di quali enzimi e reagenti avete bisogno  per la costruzione della vostra libreria (cerchiare tutti quelli che ritenete necessari)

Enzimi:



Reagenti:

DNA Polimerasi


dATP, dCTP, dGTP, dTTP

RNA Polimerasi


ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP

Ligasi




Primers

Enzimi di Restrizione


E.coli

Trascrittasi inversa


Cellule umane






Vettori di clonaggio






DNA templato






ATP, CTP, GTP, TTP

Eventuali commenti:

Dopo aver creato la libreria (gli inserti sono stati clonati all'interno di un sito EcoRI) ed identificato il vettore che contiene il gene spinosina, decidete di analizzare il vostro clone. Dopo aver tagliato il vettore con  EcoRI purificate il vostro inserto quindi lo digerite con 2 diversi enzimi di restrizione: SpaII e HindIII ottenendo il risultato seguente:

    Inserto      HindIII        SpaII        HindIII      Marker





           SpaII  

Che tipo di gel avete usato?

Disegnate una mappa dell'inserto genomico indicando i siti HindIII e SpaII e le distanze in nt



 EcoRI





          



  EcoRI

Decidete quindi di sequenziare una parte dell'inserto, indicare enzimi e reagenti di cui avete bisogno:

Enzimi:



Reagenti:

DNA Polimerasi


dATP, dCTP, dGTP, dTTP

RNA Polimerasi


ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP

Ligasi




Primers

Enzimi di Restrizione


Cellule di E.coli

Trascrittasi inversa


Cellule umane






Vettori di clonaggio






DNA inserto






ATP, CTP, GTP, TTP

Eventuali commenti:

Che tipo di gel usate?


Scrivete la sequenza ottenuta in direzione 5' -> 3': _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _

Volendo esprimere il gene spinosina in E.coli:

1) Usereste un clone genomico o un cDNA? Spiegare:

2) Usereste un promotore di quale organismo e perche?
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