Estrategias de clonado
Problemas

¢,Como haria para clonar los siguientes fragmentos en el vector de de expresion Pet22B teniendo en

cuenta que:
a) Quede fusionado a pelb (péptido de direccionamiento a periplasma)
b) Quede fusionado a pelb y al tag de His.
c) Quede fusionado al tag de His.
d) No quede fusionado a nada

Para cada situacién disefie la estrategia de clonado y describa paso a paso como lo haria en el
laboratorio indicando desde como obtiene los DNA de partida hasta que encuentra el clon recombinante
gue a usted le interesa

Fragmento 1 (proviene de PCR con Taq)
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Fragmento 2 (clonado en pZerO en los sitios BamHI y Xhol)

BamHlI Ncol
5 TTGGTTTTTGTTTTGCAAGTTGGCAGCCACAGGATCCCCTAGAATCCATGGAACGAATTGACAATTAC
CGACGGTCTTATCTGTTCAACGCGACCGAAGTGCCTATTGATGTGACAAAGCGCAAAGCTTCTGAAGACA
TTGATGTAGACAGCGATGATGAATTCAGGGGT TAATACTCGAGGATCCCGATGATC 3’
EcoRlI Xhol

T7 promoter primer #69348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xball rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTIGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Nde | BspM | pelB leader Mscl Neol BamH| EcoR1 Sacl
TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
MetLysTyrLeuLeuProThrilafloflaCGlylLeuleuleuleuAlahlaGlinProAlaMeth ci'-‘ct.-"-.epi eGlyllehAsnSerAspProAsnSerSerSer
Eag| Aval* ) signal peptidase
Sall Hind il Notl Xhol His*Tag Bpu11021

GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAA AMAGGAA .'.C"CCC_CC_CCCACCGCTGAGCAATAAC

Val AsplyslLeuAlaAlaAlaleuClu
T7 terminator

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGETTTTTT G

T7 terminator primer #69337-3

PET-22b(+) cloning/expression region

Hindll i Sacl
Kpnl £ EcoRJ
.BamHI = BamH)
'Eac?lRl £ Neol
i I Pg S Ndel
M13 211 | ECORV L Bglll

T7term

T7 prom

M13 -20f

ColEl orl\ Scal

3000 B-gal (alfa)/ccdB \\
o~ \!

500

Pstl

pZErO
3297 bps

pET22B
5493 bps

1000_

Bglll

EI ori




