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Biochemical characterization



ProteínaGen (DNA) mRNA





Reverse transcription



PCR

NNCATATGNNNNNNNNNN

NdeI





- Enzimas de restricción

- Ligasa



- Enzimas de restricción

- Ligasa



Enzimas de restricción 



Sensibilidad de las ER a la metilación del ADN



DpnI

MboI

DpnII

Sau3AI



Extremos cohesivos compatibles



Ligado de fragmentos

de ADN





Electroporación

Tratamiento con CaCl2 mas shock  térmico 



1 célula/105-106 células 

1 célula/102-103 células 

Amplificación del gen clonado y purificación 

del vector de clonado - expresión



Plásmidos



Vector de expresión Bacteriano

Enhancer/Promotor 

eucariota
MCS

Caja de clonado

Señal de

poliadenilación

Marcador de 

selección eucariota 

Marcador de 

selección procariota 

Ori 

(bacteria)

Vector de expresión Eucariota



Vector de expresión Bacteriano



Vector de expresión Bacteriano



Vector de expresión Bacteriano



Papas Resistentes

GENES 

AISLADOS 

Obtención de proteínas recombinantes 

Células eucariotas

(cultivo) 

Células procariotas 

(cultivo)

Animales Vegetales

PROTEINAS NATIVAS: Se pueden purificar…… PERO, existen proteínas solo 

presentes en tejidos de difícil acceso (humanos) o presentes en cantidades 

extremadamente pequeñas. 

PROTEINAS MODIFICADAS O NUEVAS (no existentes en la naturaleza)



Gen 

Vehículo 

(plásmido) 

eucariotas

bacteria

Expresión Transitoria 

o

Estable
Expresión Estable



eucariotas 

bacterias 

soluble intracelular

soluble secretada

membrana

insoluble intracelular



PROCARIOTAS 

Ventajas
Facil manipulación 

Altos niveles de expresión (1-30%) 

Bajos costos y simplicidad en la producción 

a gran escala

Desventajas

Plegamiento incorrecto 

Ausencia de modificaciones postraducción 

Bajos niveles de secreción

EUCARIOTAS 

Ventajas
Plegamiento correcto, actividad biológica 

Modificaciones postraducción 

Correcta localización subcelular

Desventajas

Manipulación compleja 

Costos elevados

EXPRESION DE PROTEINAS EN SISTEMAS 

PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS



Los genes de bacterias, hongos, plantas y

animales pueden ser manipulados en bacterias y

ser reintroducidos en las células procariotas o

eucariotas en donde permanecerán como

material extracromosomico o se integraran al

ADN dependiendo del tipo celular y el vector

utilizado.



Uso de codones



USO DE CODONES EN E. COLI & HUMANOS



http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/







1 bp 0,39

10 bp 3,90

100 bp 39,00

1000 bp 390,00

http://www.genscript.com/









Expresión de genes en bacterias



Control negativo y positivo del operón Lac



Expresión de genes en bacterias









SISTEMAS DE PURIFICACIÓN PARA PROTEÍNAS DE FUSIÓN



Proteína a purificar Ligando

Matriz insoluble inerte



Microcon

Amicon

Centricon



pET























SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of fractions 
from the purification of MBP-paramyosin-ΔSal. 
A: Lane 1: uninduced cells. Lane 2: induced cells. 
B: Lane 1: purified protein eluted from amylose 
column with maltose. Lane 2: purified protein after 
Factor Xa cleavage. Lane 3: paramyosin fragment 
eluted from second amylose column.













Nucleótidos

GTGCCGCGGATTTTATTTCGAGTTACAAGAATTGAAGGAAGACGATTATTATG

GGATTACTTTATCTGATGATTCTGATCATCAGTTTTTGCTTGGATCCCAGGTTG

TTGTACAGAAT 

(115 nucleotidos)















Trends Biotechnol. 2010 Jan;28(1):37-45. Epub 2009 Nov 10. 

















Proteínas modificadas?



DELECIÓN

homología

homología

INSERCIÓN

deleción



gen

promotor

homologia con el promotor 

homologia con el gen 

+

PCR recombinanteQuimeras



+

PCR con primers mutados 

(dos reacciones) 

Eliminar los primers, 

desnaturalizar/renaturalizar

5
5

3

Extension 3

PCR con primers externos

MUTAGENESIS CON PCR 

3



http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/template.php?act=silent_new
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DNA shuffling of a family of genes from diverse species accelerates directed evolution.
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Genome shuffling leads to rapid phenotypic improvement in bacteria.
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Genome shuffling of Lactobacillus for improved acid tolerance.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8047147
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Oveja blanca

Oveja de

cara negra

Ovulo

Embrión

Madre

sustituta

Células de la

glándula mamaria

Clonado reproductivo

1996

Dolly



2008

“Production of healthy cloned mice from bodies 

frozen at 20oC for 16 years”

2008

“Cloning endangered gray wolves (Canis lupus) from 

somatic cells collected postmortem”

2009

“Resurrection of a bull by cloning from organs frozen 

without cryoprotectant in a -80oC freezer for a decade”

2009

“First birth of an animal from an extinct subspecies

(Capra pyrenaica pyrenaica) by cloning”

Clonado reproductivo





Transformación, Transducción, Conjugación 

Synthetic genomics














