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Ingenieria Genética ll

Guia de repaso

Encuentre una definicién para el Clonado molecular.

Esquematice y detalle los elementos minimos (mencionando su funcion)
gue debe contener una plataforma de clonado si la misma es:

a) un plasmido,

b) el genoma de un virus de Escherichia coli de dsDNA,

c) el genoma de un virus de mamiferos de cccdsDNA.

Identifique metodologias posibles para obtener los fragmentos considerados

como insertos en el clonado molecular.

Identifique cuales enzimas son importantes para la realizacion de un

clonado molecular.

Esquematice las construcciones genéticas necesarias para cumplir con
los objetivos que se mencionan a continuacion, detallando cada uno de sus
componentes funcionales:
a) Producir una proteina recombinante en Escherichia coli.
b) Producir una proteina recombinante en células de mamifero.
c) Localizar en una célula humana la ubicacion de una proteina
particular.
d) Realizar un knock out por reemplazo de un gen particular de E. coli.
e) Realizar un knock out por interrupcion de un gen particular de E. coli.
f) Realizar un knock in en Escherichia coli de una ruta metabdlica
compuesta por 3 enzimas (sin afectar genes de la bacteria),

organizando a la misma como un operon.



6) Proponer TODOS los pasos experimentales necesarios para expresar la
proteina que se indica a continuacién en el vector pET22b. Incluya la
secuencia de los primers que requiera sintetizar e indique las condiciones
de la PCR.

atgttgagtcctgccaacggggagcagctccacctggtgaactatgtggaggactacctggacteccate
M L S P A N G E Q L H L vV N Y V E D Y L D S I

aagtccctgecctttecgacttgcagagaaatgtctecgetgatgecgggagatcgacgecgaaataccaagag
E S L P F D L Q RNV S L MUPRETIDA AI KY Q E

atcctgaaggagctagacgagtgctacgagecgcecttcagtecgecgagacagacggggecgcagaageggegyg
I L K E L D E C Y E R F S R E T D G A Q@ K R R

atgctgcactgtgtgcagcgcgcgectgateccgcagecaggagectgggcgacgagaagatceccagategtyg
M L H C V Q R A L I R S Q E L G DEI KTIOQ I V

agccagatggtggagctggtggagaaccgcacgcggcaggtggacageccacgtggagetgttecgaggeg
Ss g M V EL V ENUZRTWRGQV D S HV E L F E A

cagcaggagctgggcgacacagtgggcaacagcggcaaggttggecgecggacaggcccaatggecgatgeg
Q 9 E L 6 D TV G NS G KV G A DURUPNGTUD-A

gtagcgcagtctgacaagcccaacagcecaagcegetcacggecggcagegecaacaacgagaaccgtgagaac
V A Q S D K P N S KR SRR Q@ R NDNUEDNUZRE N

gcgtccagcaaccacgaccacgacgacggcgcectecgggcacacccaaggagaagaaggcecaagacctcee
A S S N H D HD DG A S G TP KEI KI KA AI KT S

aagaagaagaagcgctccaaggccaaggcggagcgagaggecgteccectgecgaccteecccatecgaceece
K K K K R S K A K A EREA S P A DL P I D P

aacgaacccacgtactgtctgtgcaaccaggtctcctatggggagatgatcggctgcgacaacgacgag
N E P T ¥ C L C N Q VvV S ¥ G E M I G C D N D E

tgccccatcgagtggttccacttectegtgegtggggectcaatcataaacccaagggcaagtggtactgt
cC P I E W F HVF S C V G L N HI KUPI KGI KW Y C

cccaagtgceccggggggagaacgagaagaccatggacaaagecctggagaaatccaaaaaagagagggcet
P K C R G E N E K TMUD K A L E K S K K E R A

tacaacaggtag

Y N R Factor VIl

Promotor T7 Operador lacl
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCICCTCTAGAAATAATTTTGTT

TAACTTTANGAAGGNGATATACATATQAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCGGGCG

RBS Ndel pel B _ _
ATGGCCTGGCCATGGATATCGGAATTAATTTCGGATCCGGATATCC GAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCCCTCGAGCACC |
pel B Ncol BamHI EcoRV Sacl Sall Hindll Xhol His-tag

[ACCACCACCACCAGEGAGATCCGGCTGCTAACAARGCCCGAAAGGARGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAG
His-tag STOP
CATAACCCCTTGGGGCCTCTARACGGGTCTTGAGGGGTTTTTT
Terminador T7 p ET'22 b




