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L’importanza del clonaggio 
dei geni e dell’analisi 
del DNA

Capitolo 1

Sommario
1.1	 I primi sviluppi della genetica
1.2	 L’introduzione del clonaggio e della reazione a catena della polimerasi (PCR)
1.3	 Che cosa si intende per clonaggio di un gene?
1.4	 Che cos’è la PCR?
1.5	 Perché il clonaggio genico e la PCR sono importanti
1.6	 Come orientarsi in questo libro

A metà del diciannovesimo secolo, Gregor Mendel formulò una serie di leggi per spiegare l’eredi-
tarietà dei caratteri biologici. L’ipotesi di fondo di queste leggi è che una particella fisica, chiamata 
gene e presente in qualche compartimento della cellula, controlli ogni caratteristica ereditabile di un 
organismo vivente. Le leggi di Mendel vennero riscoperte all’inizio del ventesimo secolo, segnando 
la nascita della genetica, ossia la branca della scienza che si pone l’obiettivo di comprendere che cosa 
siano i geni e come funzionino esattamente.

1.1	 I primi sviluppi della genetica
Questa nuova disciplina scientifica si sviluppò con una velocità straordinaria nei primi 30 anni della 
sua esistenza. L’idea che i geni si trovino sui cromosomi venne proposta da W. Sutton nel 1903 e 
trovò conferma sperimentale grazie agli studi di T. H. Morgan nel 1910. Successivamente, Morgan e 
colleghi svilupparono le tecniche di mappatura genica, grazie alle quali nel 1922 generarono un’a-
nalisi completa della posizione relativa di oltre 2000 geni sui quattro cromosomi del moscerino della 
frutta, Drosophila melanogaster.

Tuttavia, nonostante questi brillanti studi, la natura molecolare dei geni non venne realmente com-
presa fino a dopo il 1940. Infatti, fu solo dopo gli esperimenti realizzati da Avery, MacLeod e McCar-
ty nel 1944 e poi da Hershey e Chase nel 1952, che l’idea che il materiale genetico fosse costituito 
dall’acido deossiribonucleico (DNA) venne accettata da tutti. Fino a quel momento, era opinione 
condivisa che i geni fossero di natura proteica. La scoperta del ruolo del DNA diede un grandissimo 
impulso agli studi di genetica, e molti biologi famosi (tra i più influenti Delbrück, Chargaff, Crick e 
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Monod) contribuirono alla seconda grande era della genetica. Nei 14 anni compresi tra il 1952 e il 
1966 venne risolta la struttura del DNA, decifrato il codice genetico e furono descritti i processi della 
trascrizione e della traduzione.

1.2	 L’introduzione del clonaggio e della reazione a catena  
della polimerasi (PCR)

Questi anni di grande attività e scoperte furono seguiti da una pausa, un periodo di stasi in cui molti 
biologi molecolari (come i genetisti di nuova generazione amavano definirsi) ritenevano che ci fosse 
ormai poco di veramente importante ancora da scoprire. In realtà, nel settore regnava un clima di fru-
strazione, a causa dell’inadeguatezza delle tecniche sperimentali a disposizione alla fine degli anni ’60, 
che non consentivano lo studio dei geni in maggiore dettaglio. 

Negli anni 1971-1973 la ricerca genetica acquistò nuovo slancio grazie a quella che venne definita 
una vera e propria rivoluzione della biologia. Lo sviluppo di metodologie interamente nuove rese 
possibile ideare e realizzare – se non con facilità certamente con successo – esperimenti fino ad allora 
ritenuti impossibili. L’insieme di queste tecniche, conosciuto come tecnologia del DNA ricombi-
nante o ingegneria genetica, si basava sul procedimento del clonaggio genico e diede inizio a una 
nuova grande fase della ricerca genetica. Queste metodologie resero possibile lo sviluppo di procedi-
menti rapidi ed efficienti per il sequenziamento del DNA, che a sua volta consentì di determinare 
la struttura dei singoli geni, culminando, alla fine del secolo scorso, nei progetti di sequenziamento 
su larga scala, come quello del genoma umano, completato nel 2000. Inoltre, queste tecniche con-
sentirono lo sviluppo di metodologie per lo studio della regolazione dei singoli geni, permettendo 
ai biologi molecolari di comprendere come alterazioni nell’attività di alcuni geni possano causare 
patologie umane come il cancro. Infine, queste tecniche consentirono la nascita delle moderne bio-
tecnologie, che utilizzano i geni per la produzione di proteine e altri composti utili per applicazioni 
mediche e industriali.

Negli anni ’80, quando l’eccitazione scatenata dalle rivoluzionarie applicazioni del clonaggio geni-
co era al suo culmine, sembrava impossibile che un’altra scoperta, altrettanto nuova e rivoluzionaria, 
fosse dietro l’angolo. Si narra che Kary Mullis abbia immaginato la reazione a catena della polime-
rasi (PCR) guidando da Berkley a Mendocino, lungo la statale 128 della California, un venerdì sera 
del 1983. La sua intuizione ha permesso di sviluppare una tecnica semplice ed elegante, in grado di 
fungere da perfetto complemento per il clonaggio. La PCR, infatti, ha reso più semplici molte tecni-
che di clonaggio che erano già in uso, ma che fino ad allora erano di complessa esecuzione, estendendo 
la portata dell’analisi del DNA e consentendo così alla biologia molecolare di sviluppare nuove appli-
cazioni, anche al di fuori dei suoi tipici ambiti di studio, quali la medicina, l’agricoltura e le biotecno-
logie. L’archeogenetica, l’ecologia molecolare e la genetica forense sono solo tre esempi di discipline 
nate come conseguenza diretta dell’invenzione della PCR, consentendo ai biologi molecolari di inve-
stigare l’evoluzione della specie umana, l’impatto dei cambiamenti ambientali sulla biosfera e di porre 
i propri potenti strumenti di indagine al servizio della lotta contro il crimine. Sono trascorsi 50 anni 
dall’inizio dell’era del clonaggio dei geni, ma stiamo ancora cavalcando l’onda dell’entusiasmo e non 
se ne vede la fine.

1.3	 Che cosa si intende per clonaggio di un gene?
Che cosa significa esattamente clonare un gene? Il modo migliore per rispondere a questa domanda è 
seguire passo per passo un esperimento di clonaggio (Figura 1.1).
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1	 Un frammento di DNA, contenente il gene da clonare, viene inserito in una molecola di DNA 
circolare detta vettore, generando un DNA ricombinante.

2	 Il vettore serve a trasportare il gene all’interno di una cellula ospite, che generalmente è una cellula 
batterica, anche se si possono utilizzare altri tipi cellulari.

3	 All’interno della cellula ospite il vettore si moltiplica producendo molte copie identiche, non solo 
di se stesso, ma anche del gene in esso contenuto.

4	 Quando la cellula ospite si divide, le copie del vettore vengono distribuite tra le cellule figlie, al cui 
interno il vettore si replica producendo altre copie.

5	 Dopo numerose divisioni cellulari, si genera una colonia, o clone, di cellule identiche. Ogni cellula 
del clone contiene una o più copie del DNA ricombinante. Quindi, a questo punto, si dice che il 
gene portato dal vettore all’interno della molecola di DNA ricombinante è stato clonato.

+

+

1 Generazione di una molecola
   di DNA ricombinante

Molecola di DNA
ricombinante

Batterio che porta
il DNA ricombinante 

Frammento
di DNA

Vettore

Cellula batterica

2 Trasporto all’interno
   della cellula ospite

3 Moltiplicazione della molecola
   di DNA ricombinante

4 Divisione della cellula ospite

5 Numerose divisioni cellulari
   danno origine a un clone

Colonie batteriche
cresciute su mezzo

di coltura solido 

Figura 1.1
I passaggi principali del clonaggio di un gene. 
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1.4	 Che cos’è la PCR?
La reazione a catena della polimerasi è molto diversa dal clonaggio genico. Anziché tramite la ma-
nipolazione di cellule vive, la PCR viene realizzata in provetta, semplicemente miscelando il DNA 
con appositi reagenti e inserendo la provetta in un termociclatore, un’apparecchiatura che consente 
di incubare la miscela a temperature variabili in maniera programmata. I passaggi principali di una 
reazione di PCR sono quattro (Figura 1.2).

Doppio �lamento di DNA: stampo iniziale

1 Denaturazione del doppio
   �lamento di DNA a 94 °C

3 Sintesi del nuovo �lamento
   di DNA complementare a 74 °C

3�

3�

3�

3�

3�

3�

3�

3�

3�

3�
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5�
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5�
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5� 5�
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3�

3�

5�

5�

Inneschi

2 Ibridazione degli inneschi
   oligonucleotidici a 50–60 °C

4 Ripetizione del ciclo 25–30 volte

Figura 1.2
I passaggi principali della reazione a catena della polimerasi (PCR).
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1	 La miscela è scaldata a 94 °C, temperatura alla quale i legami idrogeno tra le basi, che tengono uniti 
i due filamenti della doppia elica, si rompono, causando la denaturazione del DNA.

2	 La miscela è successivamente raffreddata a 50–60 °C. A questa temperatura i due filamenti di ogni 
molecola di DNA sono in grado di rinaturarsi e ricostituire la doppia elica, ma ciò non avviene 
perché la miscela contiene un ampio eccesso molare di frammenti di DNA corti, detti oligonucle-
otidi o inneschi (primer), che si ibridano a specifiche porzioni complementari sulla molecola di 
DNA.

3	 La temperatura è innalzata a 74 °C. Questa è la temperatura ideale di lavoro per la DNA poli-
merasi Taq contenuta nella miscela. Studieremo le DNA polimerasi in maggiore dettaglio nel 
Paragrafo 4.1.3; tutto ciò che ci serve sapere adesso è che, in questo passaggio della PCR, la DNA 
polimerasi Taq si lega all’estremità di ciascun innesco e sintetizza l’elica di DNA complementare 
al filamento di DNA stampo. A questo punto, nella provetta ci sono quattro filamenti di DNA, 
invece che i due presenti nella miscela di partenza.

4	 La temperatura viene nuovamente innalzata a 94 °C. Le molecole di DNA a doppia elica, ciascuna 
delle quali contiene un filamento della molecola originale e un filamento neosintetizzato, vengo-
no denaturate a singola elica. Inizia così un nuovo ciclo di denaturazione-ibridazione-sintesi, alla 
fine del quale ci saranno otto filamenti di DNA. Ripetendo il ciclo 30 volte, la molecola a doppio 
filamento di partenza è convertita in oltre 1 miliardo di nuove molecole a doppia elica, ciascuna 
delle quali è una copia della regione della molecola di partenza, definita dai siti di ibridazione dei 
due inneschi.

1.5	 Perché il clonaggio genico e la PCR sono importanti
Come è evidente osservando le Figure 1.1 e 1.2, il clonaggio genico e la PCR sono procedure relativa-
mente semplici. Come mai, allora, hanno assunto una così grande importanza in biologia? La ragione 
risiede soprattutto nella loro capacità di fornire un campione puro di un singolo gene, separato da 
tutti gli altri geni della cellula.

1.5.1	 Ottenere una preparazione pura di un gene attraverso il clonaggio
Per capire esattamente come il clonaggio possa fornire un campione puro di un singolo gene, 
torniamo all’esperimento illustrato nella Figura 1.1, ma questa volta rappresentiamolo in modo 
leggermente diverso (Figura 1.3). In questo esempio, il frammento di DNA da clonare è all’inter-
no di una miscela di molti frammenti diversi, ciascuno contenente un gene differente o parte di 
un gene (la miscela potrebbe contenere l’intero complemento dei geni di un organismo, anche 
quello di un essere umano). Ciascun frammento viene inserito in una molecola diversa di DNA 
vettore, in modo da generare una miscela di molecole di DNA ricombinante, delle quali una sola 
contiene il gene di interesse.

Di norma ogni cellula ospite riceve una sola molecola di vettore, così che, sebbene l’insieme di tutti 
i cloni ottenuti alla fine dell’esperimento possa contenere molecole di DNA ricombinante diverse, 
ogni singolo clone contiene molte copie di una sola molecola di vettore. In questo modo, il gene di 
interesse è separato da tutti gli altri geni presenti nella miscela originale e le sue proprietà possono 
essere studiate in dettaglio.

In pratica, la chiave del successo di un esperimento di clonaggio è la capacità di identificare il clone 
di interesse tra i molti cloni differenti che sono stati ottenuti. Se pensiamo, per esempio, al genoma 
del batterio Escherichia coli, che contiene più di 4000 geni diversi, riuscire a isolare un singolo gene 
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tra tutti i possibili cloni potrebbe sembrare un’impresa impossibile (Figura 1.4); il problema appare 
ancora più insuperabile se ci ricordiamo che i batteri sono organismi relativamente semplici e che 
il genoma umano contiene circa cinque volte più geni di Escherichia coli. Come vedremo nel Capi-
tolo 8, abbiamo a disposizione una serie diversificata di tecniche che ci assicurano che solo il gene 
desiderato venga isolato alla fine del clonaggio. Alcune di queste tecniche si basano su variazioni 
della procedura di clonaggio che rendono capaci di dividersi solo le cellule che hanno incorporato 
il gene desiderato, in modo che il clone di interesse sia automaticamente selezionato. Altri metodi 
utilizzano tecniche che consentono di identificare il clone desiderato all’interno di una miscela di 
molti cloni differenti.

Una volta che un gene è stato clonato, abbiamo a disposizione una fonte di informazioni pressoché 
illimitata riguardo alla sua struttura ed espressione. La disponibilità di materiale clonato ha stimolato 
lo sviluppo di molte metodologie analitiche per lo studio dei geni e nuove tecniche vengono continua-
mente messe a punto. I metodi per lo studio della struttura e dell’espressione di un gene clonato sono 
illustrati, rispettivamente, nei Capitoli 10 e 11.

Vettori Frammenti di DNA

Costruzione delle molecole
di DNA ricombinante

Ciascun DNA ricombinante contiene un frammento diverso

Introduzione dei vettori ricombinanti nelle cellule batteriche

Piastramento dei batteri su terreno solido

Ciascuna colonia contiene molte copie
di una singola molecola di DNA ricombinante

+

Vettori Frammenti di DNA

Costruzione delle molecole
di DNA ricombinante

Ciascun DNA ricombinante contiene un frammento diverso

Introduzione dei vettori ricombinanti nelle cellule batteriche

Piastramento dei batteri su terreno solido

Ciascuna colonia contiene molte copie
di una singola molecola di DNA ricombinante

+

Figura 1.3
Il clonaggio permette di isolare frammenti specifici di DNA. 
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1.5.2	 Anche la PCR può essere usata per isolare un gene
Anche la reazione a catena della polimerasi può essere usata per ottenere una preparazione pura di un 
gene. Ciò è possibile perché la regione della molecola di DNA di partenza, che viene copiata durante 
la reazione di PCR, è rappresentata dal segmento i cui confini sono identificati dalle posizioni a cui 
si ibridano i due oligonucleotidi che fungono da inneschi. Se gli inneschi si ibridano a entrambe le 
estremità del gene di interesse, si generano molte copie di quel gene specifico (Figura 1.5). Il risultato 
finale è lo stesso di un esperimento di clonaggio, ma qui non c’è il problema della selezione, perché 
il gene desiderato è automaticamente “selezionato” sulla base della posizione a cui si ibridano gli 
inneschi.

Un esperimento di PCR richiede poche ore, mentre per ottenere un gene attraverso il clonaggio ci 
vogliono settimane (se non mesi). Perché allora si utilizzano ancora le tecniche di clonaggio dei geni? 
Principalmente perché la PCR ha due limitazioni:

•	 affinché gli inneschi si ibridino alle posizioni corrette è necessario conoscere la sequenza dei siti di 
ibridazione su entrambi i lati del gene di interesse. Sintetizzare un innesco con la sequenza deside-
rata è facile (▶ Figura 8.15), ma se la sequenza voluta non è nota, allora non è possibile generare gli 
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Figura 1.4
Il problema della selezione. 
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inneschi. Ciò significa che la PCR non può essere usata per isolare geni che non siano stati studiati 
in precedenza, per i quali si deve quindi utilizzare il clonaggio;

•	 c’è un limite alla lunghezza della sequenza di DNA che può essere copiata in una reazione di PCR. 
Si possono copiare facilmente 5 kilobasi (kbp) e con speciali accorgimenti è possibile arrivare a co-
piare frammenti lunghi fino a 40 kbp, ma queste dimensioni sono inferiori alla lunghezza di molti 
geni, specialmente quelli umani e di altri vertebrati. Per ottenere una versione completa di un gene 
lungo è necessario utilizzare il clonaggio.

Il clonaggio è quindi l’unico metodo per isolare geni lunghi o che non sono mai stati studiati prima, 
ma la PCR trova comunque molte applicazioni importanti. Per esempio, anche se la sequenza del 
gene desiderato non è nota, è ancora possibile determinare la sequenza appropriata per la coppia di 
inneschi, basandosi sulla conoscenza delle sequenze di geni equivalenti in altri organismi. Un gene che 
sia stato isolato e sequenziato nel topo, per esempio, può essere utilizzato per progettare una coppia di 
inneschi per l’isolamento del gene umano equivalente.

Inoltre, ci sono molte applicazioni in cui è richiesto l’isolamento o l’identificazione di geni le cui 
sequenze sono note. Per esempio, la PCR per i geni della globina umana viene utilizzata come test per 
rivelare la presenza di mutazioni che potrebbero causare la malattia del sangue chiamata talassemia. 
Gli inneschi appropriati per la reazione di PCR sono facili da generare, dato che le sequenze dei geni 
per la globina umana sono note. Dopo la PCR, le copie dei geni vengono sequenziate o analizzate in 
altro modo, al fine di stabilire se contengono le mutazioni per la talassemia.

Un’altra applicazione clinica della PCR prevede l’utilizzo di inneschi specifici per il DNA di un 
virus patogeno. Un risultato positivo indica che il campione analizzato contiene il virus e la persona 
da cui il campione deriva dev’essere sottoposta a terapia per prevenire lo sviluppo della patologia. 
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Figura 1.5
L’isolamento di un gene con la PCR. 
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La PCR è estremamente sensibile e una reazione allestita in modo appropriato è in grado di genera-
re quantità di DNA misurabili, anche se nella miscela di partenza è presente una sola molecola del 
DNA da amplificare. Ciò significa che questa tecnica può rilevare la presenza di un virus agli stadi 
più precoci dell’infezione, aumentando le probabilità di successo terapeutico. Inoltre, la sua elevata 
sensibilità fa sì che la PCR possa essere utilizzata in ambito forense per rilevare la presenza di DNA a 
partire da materiali come capelli e sangue essiccato, e persino ossa di esseri umani morti molto tempo 
fa (▶ Capitolo 17).

1.6	 Come orientarsi in questo libro
Questo libro spiega come si eseguono il clonaggio dei geni, la PCR e altre tecniche di analisi del 
DNA, e illustra le applicazioni di queste metodiche nella biologia moderna. Le ricadute applicative 
sono descritte nella seconda e terza parte del libro: la parte II spiega come vengono studiati i geni e i 
genomi, mentre la parte III fornisce una panoramica sulle applicazioni del clonaggio e della PCR nelle 
biotecnologie, in campo medico, in agricoltura e nella pratica forense.

Nella parte I presentiamo i principi fondamentali. La maggior parte dei nove capitoli della parte I 
è dedicata al clonaggio, poiché più complesso della PCR. Una volta capito il procedimento di clonag-
gio, avrete anche compreso molti dei principi alla base dell’analisi del DNA. Nel Capitolo 2, la nostra 
attenzione sarà rivolta alla componente centrale di ogni esperimento di clonaggio: il vettore che tra-
sporta il gene alla cellula ospite e che è responsabile della sua replicazione. Per fungere da vettore di 
clonaggio, una molecola di DNA dev’essere in grado di penetrare nella cellula ospite e, una volta al 
suo interno, di replicarsi per generare molte copie di se stessa. Queste caratteristiche sono soddisfatte 
da due tipi di molecole di DNA presenti in natura:

•	 i plasmidi, piccoli DNA circolari che si trovano nei batteri e in alcuni altri organismi. I plasmidi 
sono in grado di replicarsi indipendentemente dal cromosoma della cellula ospite;

•	 i cromosomi virali, e in particolare quelli dei batteriofagi, cioè i virus che infettano specificamen-
te i batteri. Durante l’infezione, il DNA del batteriofago viene iniettato all’interno della cellula 
ospite, dove si replica.

Il Capitolo 3 descrive come si purifica il DNA dalle cellule, sia il DNA da clonare sia quello del vetto-
re, mentre il Capitolo 4 illustra le varie tecniche di manipolazione del DNA purificato in laboratorio; 
ne esistono molte, ma due sono particolarmente importanti per il clonaggio: la capacità di tagliare il 
vettore in un sito specifico e poi di riparare tale rottura, in modo da inserire il gene di interesse (▶ Fi-
gura 1.1). Lo sviluppo di queste e altre tecniche di manipolazione del DNA è avvenuto collateralmen-
te alla ricerca di base sui meccanismi di sintesi e modificazione del DNA nelle cellule viventi. Nella 
maggior parte dei casi, per queste manipolazioni vengono utilizzati enzimi purificati. Nel Capitolo 4 
illustreremo le proprietà di questi enzimi e come vengono usati negli studi sul DNA.

Una volta ottenuta la molecola di DNA ricombinante, questa deve essere introdotta nella cellula 
ospite affinché si replichi. Il trasporto all’interno della cellula sfrutta i processi naturali di trasferi-
mento dei plasmidi e del DNA virale. Questi processi e il loro utilizzo nel clonaggio dei geni saranno 
argomento del Capitolo 5, mentre nei Capitoli 6 e 7 illustreremo i principali tipi di vettori di clonag-
gio e il loro utilizzo. Per concludere l’illustrazione dei vari aspetti legati alle tecniche di clonaggio, nel 
Capitolo 8 ci occuperemo del problema della selezione (▶ Figura 1.4), per poi tornare, nel Capitolo 9, 
a descrivere in maniera più dettagliata la PCR e le tecniche a essa correlate.
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