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Célula huésped

Transformación de bacterias con DNA Transformación de bacterias con DNA 
plasmidialplasmidial

Plasmidio

vector

electroporador

Bacterias huésped

Cultivo en placas

TransformaciTransformacióón de bacterias por n de bacterias por 
ElectroporaciElectroporacióónn

12 h a 37 ºC

Crecimiento de colonias de 
bacterias resistentes al 
antibiótico, que por lo tanto 
tienen el plasmidio
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Bacteriófagos como vectores Bacteriófagos como vectores 
de clonamientode clonamiento

Bacteriófago lambdaBacteriófago lambda

CELULAS USADAS COMO HUESPEDES DE CELULAS USADAS COMO HUESPEDES DE 
CLONAMIENTOCLONAMIENTO

1. Células procariontes:
Ej: Escherichia coli, Bacillus subtilis

Ventajas: crecimiento rápido, cultivo barato, fisiología y 
genética bien conocida.

2. Células eucariontes:
Ej. Levaduras, hongos, células de mamíferos en 

cultivo, células de insecto en cultivo. 

Ventajas: estas células realizan modificaciones post-
traduccionales (ej. Fosforilaciones y glicosilaciones) que 
son importantes para la actividad de muchas proteínas 
de eucariontes.  
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La expresiòn
puede ser 
regulada por el 
promotor del 
operòn lactosa

Situación 
normal

Producción de 
una proteína 
recombinante

Un vector de expresión: Un vector de expresión: 
usado para producir usado para producir 

proteínas recombinantesproteínas recombinantes

Plac Olac su gen favorito   terminador

La sobreexpresión de una proteína impone un estrés metabólico
a las células, bajando la velocidad de crecimiento de las bacterias.

Algunas proteínas recombinantes pueden ser “tóxicas” para las
bacterias.

Por lo tanto, se deben separar las fases de 
crecimiento de las células y de expresión del gen

heterólogo.

Prot recombinante
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Análogo de lactosa, 
inductor del 
operon lac
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El problema: ¿Cómo es posible identificar y 
aislar un gen determinado desde un genoma 

que contiene miles de genes?
Gen X

Clonamiento de un 
genoma

Genoteca: 
conjunto de clones 
que contienen la 
totalidad de un 
genoma



5

Cada colonia 
representa un 
clon de 
bacterias 
genéticamente 
idénticas. 

Cada colonia es un  conjunto de 
bacterias que tienen el mismo 
fragmento del genoma clonado

Genoteca

Reacción 
de 
hibridiza
ción

Sonda 
radiactiva

autorradiografía

Identificación de un clon que contiene Identificación de un clon que contiene 
el gen de interésel gen de interés

DesnaturaciónDesnaturación de DNAde DNA
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Marcación de DNA para generar Marcación de DNA para generar 
una sondauna sonda

DNA polimerasa + 
dNTPs (dCTP (32P)*)

primers

Desnaturación

Sonda 
marcada*

* * *
* * * * * *

* * *

Otra forma de obtener la secuencia de Otra forma de obtener la secuencia de 
una sonda: Traducción reversa de la una sonda: Traducción reversa de la 

secuencia de aminoácidos de una proteínasecuencia de aminoácidos de una proteína


