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MANIPULACION GENETICA EN EUCARIONTES

Existen tres herramientas básicas para estudiar laExisten tres herramientas básicas para estudiar la 
función de los genes de un organismo eucariótico:

1)Aislar el gen mediante clonamiento. ¿¿??
2)Manipular la secuencia del gen in vitro
3)R t l il t ( t) lt d l3)Retornar el gen silvestre (wt) o alterado a las 

células eucarióticas para determinar cómo funciona

El punto 3) es el que ha presentado los mayores 
b á l ” l ó i ”obstáculos…………….”el contexto genómico”.
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TRANSFECCIÓN:
“Transformación de células 
eucarióticas en cultivo usando 
DNA desnudo”
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La transfección consiste en la introducción de algún tipo de 
material genético externo en células eucariontes mediante 
l idi i l ( bié h bl d

Definiciones

plasmidios, vectores virales (en este caso también se habla de 
transducción) u otras herramientas para la transferencia.

El término transfección para métodos no-virales se usa en 
referencia a células de mamíferos, mientras que el término 
transformación se prefiere para describir las transferencias no-transformac ón s pr f r para scr r as transf r nc as no
virales de material genético en bacterias y células eucarióticas no 
animales como hongos, algas o plantas.

“Transfección” originalmente viene de “infección mediante 
transformación”, ya sea mediante la introducción de DNA o RNA 
de un virus o de un bacteriófago
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de un virus o de un bacteriófago.

“Infección” es la colonización de una célula huesped u organismo 
vivo por células externas o virus.
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Co transfecciónCo-transfección
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Infección de células 
de insectos
para expresión de 
proteínas p
recombinantes con 
correcto 
procesamiento post-
traduccional 
(glicosilación, 
fosforilación etc)fosforilación, etc)

Baculovirus kit 
conteniendo linea
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conteniendo linea 
celular de 
Spodoptera 
frugiperda
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Transfección de células 
eucarióticas con vectores 
retrovirales.

Las lineas celulares 
utilizadas contienen un 
provirus integrado que 
aporta todas las 
proteínas requeridas para 
el ensamblaje del virus 
recombinante. El provirus 

tá d destá desarmado y no 
puede empaquetar su 
propio RNA.

Las partículas infecciosas 
recombinantes tienen 
amplio rango de huespedamplio rango de huesped 
y su DNA se integra en 
forma estable expresando 
el producto génico
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Vectores retrovirales son pantrópicos, es decir, 
infectan a casi cualquier tipo de células
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Típicos vectores retrovirales son comerciales y pueden ser 
manipulados en bacterias.

Vectores de expresión Bicistrónicos

Vector diseñado para 
expresar dos genes 
blanco. Después de 
transfectar una linea 
celular, este vector 
puede expresar 
temporalmente otemporalmente o 
integrarse y expresar 
establemente el 
primer gen a partir 
del promotor 
temprano de CMV y el 

d d

Clontech Laboratories, Inc.

segundo gene usando 
las secuencias IRES
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Selección genética de células eucarióticas transformadas

Medio HAT
Synhesis of purine nucleotides Synthesis of thymidylateSynhesis of purine nucleotides Synthesis of thymidylate
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate  (PRPP)

Blocked by aminopterin

Bl k d b i i

Uridine monophosphate

De novo
synthesis

Blocked by aminopterin Blocked by aminopterin

Guanine monophoshate Inosine monophosphate Adenine monophosphate Thymidine monophosphate
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HPRT

Hypoxanthine

Thymidine kinase (TK)

Thymidine

Salvage pathways
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CO-TRANSFECCIÓN
Gen marcador + gen de
interés no-seleccionable
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Otros genes marcadores seleccionables
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Transfección con 
otros tipos de 
vectores es 
ineficiente e 
inestable y solo 
pocas de las células 
seleccionadas 

l DNintegran el DNA 
transfectado en el 
cromosoma. Estas 
pocas células deben 
ser crecidas por 

i ivarias generaciones.
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Co-amplificación
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Otros método de 
transferencia genética:

• Electroporación
• LipofecciónLipofección

Tipos de células
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Lipofección:
Utiliza liposomas con el DNA 
de interés encapsulado.

Los liposomas son fabricados 
con reactivos lipídicos 
catiónicos o lipofectaminas.
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Otros métodos:

Micro-inyección

Biobalística
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A pesar de todos estos 
métodos siguenmétodos siguen 
habiendo tipos celulares 
recalcitrantes.

Muchos investigadores 
retornan a los virus y 

t d i d

Co-transfección

vectores derivados.
Adenovirus, SV40, 
virus Vaccinia, etc., 
especialmente por sus 
diseños para expresión 
de proteínas y sobre-p y
expresión.
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Construcción de una genoteca de cDNA
(cDNA library)

A partir de mRNA-poli(A+)
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OligodT12-25
Biotin-11-dUTP
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Una genoteca de cDNA es 
representativa del p
conjunto de mRNAs poli-A 
de un tipo celular 
determinado, creciendo 
bajo condiciones 
específicas y a una edad oespecíficas y a una edad o 
tiempo de cultivo 
determinado.
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