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Consiste nell’alterazione specifica di una singola base o di una corta 

sequenza di basi all’interno della sequenza di DNA.

Utilizza uno stampo di DNA a singolo filamento

•Clonaggio della sequenza da 

mutagenizzare nel vettore M13

•Utilizzo di un oligonucleotide che è

complementare alla regione da 

modificare, tranne che per la posizione 

da mutagenizzare.

•Dopo appaiamento stampo-primer, si 

aggiunge la DNA polimerasi che 

sintetizzerà un filamento di DNA di M13 

complementare allo stampo, tranne che 

nella posizione mutata. 

•In nuovo filamento è reso circolare 

dalla DNA ligasi
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•La molecola heteroduplex è

trasformata in E. coli e le 

successive replicazioni

produranno molecole circolari a 

doppio filamento wt e mutate.

•I batteriofagi contenenti la 

versione mutata sono riconosciuti 

mediante 

esperimenti d’ibridazione

utilizzando come sonda 

l’oligonucleotide portante la 

mutazione inserita, condotti  in 

condizioni di alta stringenza


