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Introducción: Transformación 

 En esta práctica, los estudiantes realizarán un procedimiento conocido como transformación 

genética. La transformación genética ocurre cuando una célula capta y expresa una nueva porción de 

material genético (ADN). Esta nueva información genética suele proporcionar al organismo una nueva 

característica que es identificable después de la transformación. Transformación genética significa 

literalmente cambio causado por genes, e implica la inserción de uno o más genes en un organismo, 

con el objetivo de modificar las características de dicho organismo. 

 La transformación genética se usa en muchas áreas de la biotecnología. En agricultura, se pueden 

introducir en las plantas, por transformación, los genes que codifican características como la 

resistencia al frío, a los pesticidas o a la sequía. En biodegradación, las bacterias se pueden 

transformar con genes que las hagan capaces de digerir los vertidos accidentales de petróleo. En 

medicina, las enfermedades originadas por genes defectuosos se están empezando a tratar con 

terapia génica, mediante la transformación de las células del paciente con copias del gen que carecen 

de la anomalía que produce la enfermedad. 

 Los genes se pueden obtener de ADN de humanos, animales o de plantas, e introducirse en las 

bacterias. En las condiciones adecuadas, esas bacterias pueden producir auténtica insulina humana, la 

cual se puede usar para tratar a los pacientes con diabetes, una enfermedad genética en la que los 

genes responsables de producir insulina no funcionan correctamente. 

 

El sistema pGLO  

 Con el kit de transformación pGLO, los estudiantes realizan un sencillo procedimiento para 

transformar bacterias con un gen que codifica la síntesis de una proteína denominada GFP (Green 

Fluorescent Protein). La fuente natural de este gen es una medusa fosforescente llamada Aequorea 

victoria, en la que la GFP es la responsable de que la medusa brille o emita fluorescencia en la 

oscuridad. Después de la transformación, las bacterias expresan el gen de la medusa y sintetizan la 

proteína, lo que les permite emitir un color verde brillante cuando son expuestas a luz ultravioleta. 

 En esta práctica, los estudiantes aprenderán cómo pasar genes de un organismo a otro con la ayuda 

de un plásmido. Además de un cromosoma, las bacterias pueden contener uno o más pequeños 

fragmentos circulares de ADN denominados plásmidos. Un plásmido suele contener genes que 

proporcionan alguna característica beneficiosa a la bacteria portadora, para facilitar su supervivencia. 

En la naturaleza, las bacterias pueden transferirse plásmidos de unas a otras, pudiendo así compartir 

esos genes beneficiosos. Este mecanismo les permite a las bacterias adaptarse a nuevos medios. Por 

ejemplo, el reciente fenómeno de la resistencia bacteriana a los antibióticos se debe a la 

transformación plasmídica. 

 El plásmido pGLO de BioRad contiene el gen para la síntesis de la proteína GFP y un gen de 

resistencia al antibiótico ampicilina. pGLO también contiene un sistema especial de regulación de 

genes que se puede usar para controlar la expresión de la proteína fluorescente en las células 

transformadas. El gen para sintetizar GFP se puede activar en las células transformadas simplemente 

añadiendo arabinosa al medio de cultivo. La selección de las células que se han transformado con el 

plásmido pGLO se realiza observando el crecimiento en placas con antibiótico. Las células 

transformadas aparecerán blancas (fenotipo salvaje) en placas que no contengan arabinosa, y de color 

verde fluorescente cuando se añada arabinosa al agar. La singular estructura  de pGLO permite a 
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profesores y estudiantes, por primera vez, estudiar fácilmente los mecanismos de la regulación génica 

y la selección de genes. Y todo el proceso se puede observar con una simple lámpara de luz 

ultravioleta. 

 Para que los estudiantes obtengan el mayor rendimiento de esta práctica, deben conocer qué es un 

gen y deben entender la relación entre genes y proteínas. Para profundizar en estos y en otros 

conceptos y términos de biología molecular, se recomienda hacer una revisión de ellos. 

 Este kit de transformación pGLO permite la posibilidad adicional de purificar la proteína fluorescente 

recombinante de las bacterias transformadas mediante el kit de cromatografía GFP (catalogo # 166-

0005EDU). 

 

Planificación de la práctica 

 Cada una de las tres sesiones prácticas está planificada para realizarse en intervalos de 50 minutos 

consecutivos. El protocolo detallado se encuentra en el Manual del alumno. 

 

 Programa propuesto para los alumnos 

 

Día 1 Introducción Lectura y discusión de las 
consideraciones 1-4 del Manual de  
de alumnos. 
 

Día 2 Transformación Transformar las células y sembrar 
las placas 
 

Día 3 Recogida y análisis de 
resultados 

Observar las células transformadas 
y los controles. 
 
Analizar e interpretar resultados 

Dudas 
 
Día 4 

 
Actividades complementarias 

 
Calcular la tasa de transformación 
Kit de cromatografía GFP 

 

 

 

 

Indicaciones principales 

 Esta sección incluye las indicaciones sobre los procedimientos metodológicos y las indicaciones 

teóricas que permitirán a los estudiantes que la práctica se desarrolle correctamente. Estas 

indicaciones son extremadamente importantes para el desarrollo de la actividad. Los profesores deben 

llamar la atención de los estudiante sobre ellas, y siempre que sea posible, hacer una demostración de 

la técnica a los estudiantes. 

 Lo más importante es que los estudiantes añadan los compuestos adecuados en los tubos y placas 

correspondientes. Por ello, la rotulación de los tubos y la organización previa de la práctica es esencial 

para que ésta se lleve a cabo correctamente. La Guía rápida explica cómo organizar la actividad. Este 

protocolo gráfico proporciona dibujos de todos los pasos a realizar durante la práctica. 
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Técnicas básicas de laboratorio 

 
Técnica de esterilización 

 En cualquier técnica microbiológica es imprescindible no introducir bacterias contaminantes en el 

experimento. Dado que las bacterias contaminantes se encuentran en todas partes (los dedos, la 

mesa, etc.) es importante evitar que el material entre en contacto con esas superficies. Cuando los 

estudiantes estén trabajando deben evitar tocar el extremo del asa de siembra, la punta de la pipeta y 

el agar de la placa y asimismo deben evitar que entren en contacto con cualquier superficie 

contaminada. Aunque la contaminación no vaya a arruinar el experimento, ellos deben aprender la idea 

de esterilidad. Para ello se recomienda explicares cómo trabajar en condiciones  de esterilidad. 

 

Uso de la pipeta 

 Antes de comenzar la práctica, explicar a los estudiantes el manejo de las pipetas, haciendo hincapié 

en su graduación. Se emplearán volúmenes de 100 y 250 µl, y también de 1 ml. 

 

 

                                                                                                   750 µµl 
                                                                                                                    500 µµl 
                                                                                                                             250 µµl 
 

                                                                                                                                    100 µµl 

 
 

Trabajar con E. coli 

 El organismo utilizado en este kit, una cepa de E. coli K-12, el vector que contiene la proteína 

recombinante GPF, y las células transformadas que se forman por combinación de los anteriores, no 

son organismos patógenos como por ejemplo el E. coli O157:H7, que es conocido por su implicación 

en toxiinfecciones alimentarias. Sin embargo, el manejo del E. coli K-12 del kit debe hacerse según los 

normas estándar de seguridad microbiológica. Entre ellas podemos citar: Las superficies de trabajo se 

desinfectan una vez al día y cada vez que se produzca un derrame accidental. Todos los residuos 

líquidos o sólidos deben ser desinfectados antes de tirarse. Se deben lavar las manos: (i) después de 

manejar material con moléculas de ADN recombinante, y (ii) antes de salir del laboratorio. Todos los 

procedimientos se realizarán con precaución para minimizar la formación de aerosoles. Se utilizarán 

pipeteadores manuales, estando prohibido pipetear con la boca. Está prohibido comer, beber, fumar y 

aplicarse cosméticos en la zona de trabajo. Se recomienda el uso de gafas protectoras y guantes. 

 

Desinfección y eliminación del material 

 Si no se dispone de autoclave, todas las soluciones y material (asas de siembra y pipetas) 

contaminados se dejan en una solución de lejía al 10% durante al menos 20 minutos. Se debe situar un 

recipiente con esta solución desinfectante en cada puesto de trabajo. Todas las asas de siembra y 

pipetas se deben esterilizar. Las placas Petri se esterilizan cubriendo el agar con la solución de lejía al 

10% durante 1 hora o más, y eliminando luego el líquido por la pila. Después, las placas envueltas en 

bolsas dobles se pueden depositar en la basura. Se recomienda el uso de gafas de seguridad cuando 

se aplique la solución de lejía. 
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Lámparas ultravioleta 

 La radiación UV puede dañar los ojos y la piel. La luz UV de onda corta es más dañina que la de 

onda larga. La lámpara de UV recomendada por BioRad es de onda larga. Si es posible, usar gafas 

protectoras de seguridad. 

 

Incubación 

 Este protocolo está diseñado para usar una estufa a 37 ºC. La transformación se puede realizar sin 

usar la estufa, pero entonces el número de días necesarios para que crezcan las colonias dependerá 

de la temperatura ambiental. Los mejores resultados se observan con cultivos de 24-48 horas y con 

colonias con medidas de 1-1.5 mm de diámetro. La refrigeración de las placas reducirá 

significativamente la eficacia de la transformación. La temperatura óptima de crecimiento de E. coli 

es de 37 ºC y temperaturas inferiores producirán una tasa de crecimiento menor. A 28 ºC se necesitan 

2 días de incubación para obtener colonias de tamaño adecuado. A 21 ºC son necesarios 3 días de 

incubación. Programa la práctica teniendo en cuenta la temperatura a la que se va a realizar la 

incubación. 

 

 

Indicaciones metodológicas 

Técnicas básicas 

 Algunos profesores prefieren explicar y practicar primero con las técnicas de esterilización, el uso del 

asa y las pipetas, y la siembra de bacterias en las placas de agar. Deberás decidir qué es lo más 

adecuado para tus alumnos, en función de sus conocimientos y habilidades con estas técnicas. 

 

Transferencia de colonias bacterianas de las placas de agar a los tubos 

 Al coger una colonia de las placas de cultivo, se puede caer en la tentación de coger más células de 

las necesarias. Conviene recordar que una sola colonia de 1 mm de diámetro contiene millones de 

células. 

 

Transferencia de ADN 

 La transferencia del plásmido desde el tubo a la solución de transformación es crucial. Los 

estudiantes deben mirar atentamente al asa de siembra para comprobar que hay una fina película de la 

solución plasmídica en el anillo. Es similar a una película de jabón en una aro para hacer pompas de 

jabón. 

 

Choque térmico 

 El procedimiento utilizado para favorecer la captación de ADN extraño se denomina choque 

térmico. Es importante que los estudiantes sigan los tiempos recomendados. También es importante el 

cambio brusco de temperatura y la duración del choque térmico. Para obtener óptimos resultados, los 

tubos con la suspensión celular se deben sacar directamente del hielo, situarlos en un baño a 42 º C 

durante 50 segundos y ponerlos inmediatamente en hielo otra vez. Por ejemplo, si no hay choque 
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térmico se producirán una décima parte de transformaciones, o si la duración del choque es de 90 

segundos se obtendrán la mitad de transformaciones que con 50 segundos. 

Siembra de las células transformadas y células control 

 La adición de demasiado medio de transformación a las placas es contraproducente ya que las 

placas no pueden absorber el exceso de líquido y la siembra será desigual. El paso de la suspensión 

bacteriana de los tubos a las placas Petri se debe hacer con cuidado. Las bacterias se depositan en el 

fondo de los tubos, por lo que los alumnos deben agitar los tubos. Para ello debe coger la parte 

superior del tubo con los dedos pulgar e índice y se debe golpear ligeramente el fondo del tubo con el 

dedo índice de la otra mano. Asegúrate de que los alumnos golpean el tubo con el dedo o bien agiten 

la suspensión con la pipeta antes de la siembra. También debes asegurarte de que los alumnos tapen 

las placas Petri una vez hayan realizado la extensión de la suspensión bacteriana. 

 

Kit de cromatografía GFP 

 Si planeas utilizar el kit de purificación de GFP (166-0005EDU) después de la transformación, debes 

conservar las bacterias transformadas con pGLO en placas de LB/amp/ara. Lo mejor es almacenar las 

placas con el medio hacia arriba en un sitio frío, como la nevera. Esto mantendrá vivas a las células 

pero impedirá que crezcan hasta que las necesites. Almacenar las placas boca abajo evita que la 

humedad se condense y caiga sobre las colonias. 

 Las placas se deben utilizar en un plazo de 2-4 semanas. Si se van  a almacenar más tiempo, se 

deben precintar con Parafilm para evitar su deshidratación 

 

 

Indicaciones teóricas  

Medios de cultivo 

 Los medios de cultivo líquidos y sólidos denominados caldo LB (Luria y Bertani) y agar LB, se 

elaboran a partir de un extracto de levaduras y productos de degradación enzimática de la carne, por lo 

que contienen una mezcla de carbohidratos, aminoácidos, nucleótidos, sales y vitaminas adecuados 

para el crecimiento bacteriano. El agar, que es un polisacárido de algas, es líquido cuando se calienta y 

solidifica cuando se enfría, proporcionando un soporte sólido para el crecimiento de las bacterias. 

 

Selección del antibiótico 

 El plásmido pGLO contiene, además de la proteína GFP, el gen para la producción de 

betalactamasas, lo que hace a la bacteria portadora de este gen ser resistente a la ampicilina. Las 

betalactamasas son enzimas producidas y excretadas por las bacterias que contienen estos plásmidos. 

Las betalactamasas inactivan la ampicilina presente en el agar LB, permitiendo el crecimiento 

bacteriano. Únicamente las bacterias transformadas con el plásmido y que expresan las 

betalactamasas sobrevivirán en las placas que contienen ampicilina. Sólo un reducido porcentaje de 

células captan el plásmido. Las células que no se transforman no pueden crecer en las placas con 

ampicilina. 

 

 



Transformación con pGLO  Manual del Profesor  

9 

Solución de transformación 

 Los iones Ca 2+ presentes en la solución (CaCl2 50 mM, pH 6.1) neutralizan la repulsión entre las 

cargas negativas de los grupos fosfato del ADN y los fosfolípidos de la membrana celular, permitiendo 

la entrada del ADN en las células.  

 

 
Choque térmico 

 El choque térmico aumenta la permeabilidad de la membrana celular al ADN. Aunque se desconoce 

por qué, se sabe que la duración del choque térmico es crítica para el proceso, por lo que se ha 

optimizado para el tipo de bacteria y condiciones utilizadas. 

 

Recuperación 

 Los 10 minutos de incubación después de la adición del caldo LB permite a las células crecer y 

expresar la betalactamasa que proporciona la resistencia a ampicilina, y así las células transformadas 

sobreviven en las placas con ampicilina. 

 La incubación puede realizarse “ovenight” a temperatura ambiente o en la estufa a 37 ºC, para así 

aumentar hasta 10 veces la eficacia de la transformación. 

 

Regulación del gen pGLO 

 La expresión génica está estrechamente regulada en todos los organismos para permitir la 

adaptación a diferentes condiciones y para evitar una superproducción de proteínas innecesarias. Los 

genes implicados en la degradación de los diferentes nutrientes son un buen ejemplo de genes con 

una alta regulación. Por ejemplo, la arabinosa es una fuente de energía y de carbono para la bacteria. 

Los genes bacterianos que codifican las enzimas para degradar la arabinosa no se expresan cuando 

no hay arabinosa en el medio. Pero cuando hay arabinosa, los genes se activan, volviéndose a 

inactivar cuando se agota la arabinosa. 

 La arabinosa inicia la transcripción de estos genes induciendo la unión de la ARN polimerasa. En el 

plásmido modificado genéticamente pGLO, algunos de los genes implicados en la degradación de la 

arabinosa han sido sustituidos por los genes que en la medusa codifican la proteína GFP. Cuando las 

bacterias transformadas con el plásmido pGLO están creciendo en presencia de arabinosa, el gen GFP 

se activa y las bacterias emiten un color verde brillante cuando se exponen a luz ultravioleta. 

 Este es un excelente ejemplo del dogma central de la biología:  

ADN → ARN → PROTEÍNA → CARACTERÍSTICA 

 

En ausencia de arabinosa en el medio, el gen GFP permanece inactivado y las colonias bacterianas 

son de color blanco. Se recomienda hacer un análisis y descripción más detallada de la regulación 

génica y de la función de la arabinosa como promotor. 
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Guía del profesor para la preparación de la práctica   

 
Objetivos Tiempo Momento preparación 

 
Paso 1 

 
Preparar placas agar 

 
1 hora 

 
3-7 días antelación  

Paso 2 Rehidratar E. coli 
Aislar colonias 
Rehidratar el plásmido pGLO 

2 minutos 
15 minutos 
2 minutos 

24-36 horas antelación 

 
Paso 3 

 
Preparar alícuotas 
Preparar puestos trabajo 

 
10 minutos 
10 minutos 

 
Antes práctica 

 

 

 

 
Preparación paso 1: 3-7 días antes de la transformación 

1.  Preparar el agar 

 Las placas se deben preparar al menos 3 días antes de que los alumnos realicen la práctica. Se 

deben almacenar 2 días a temperatura ambiental y luego bajo refrigeración hasta el momento de su 

uso. Los dos días a temperatura ambiente secan el agar para favorecer la captación de la solución de 

transformación (unidad 2 del alumno). 

 Para preparar el agar, añadir 500 ml de agua destilada a un matraz Erlenmeyer de 1 litro. Añadir el 

contenido del paquete de agar LB. Agitar el matraz para disolver el agar, y calentar hasta ebullición en 

el microondas. Volver a agitar y calentar unas tres veces más hasta que el agar se disuelva, teniendo 

cuidado de dejar enfriar el matraz antes de agitarlo, para evitar que el medio caliente salte a la mano. 

 Cuando el agar se haya disuelto, dejarlo enfriar hasta que el matraz se pueda tocar sin quemarse (50 

ºC). Mientras se enfría el agar, etiqueta las placas y prepara la arabinosa y la ampicilina como se indica 

a continuación. Ten cuidado de que el agar no se enfríe tanto que llegue a solidificar. 

 

 

 

            
 
 
                                                                                            Calentar en el 
           microondas hasta 
           ebullición 
 

            

             

                           Añadir agua                   Añadir agar                                                             Agitar                                        
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2.  Preparar la arabinosa y la ampicilina 

Nota: la arabinosa requiere al menos 10 minutos para disolverse. Ten paciencia. 

 

 La arabinosa se encuentra deshidratada en un pequeño vial. Con una pipeta estéril, añade 3 ml de la 

solución de transformación en el vial para rehidratar el azúcar. Agita el vial, mejor con la ayuda de un 

vórtex. (Se utiliza la solución de transformación porque está estéril. En su lugar se puede utilizar agua 

destilada estéril). 

 La ampicilina también está envasada en un pequeño vial y deshidratada. Con otra pipeta estéril, 

añade 3 ml de la solución de transformación al vial para rehidratar el antibiótico (Se utiliza la solución 

de transformación porque está estéril. En su lugar se puede utilizar agua destilada estéril). 

 

 

                                                                                 

 

   Añadir 3 ml                    Añadir 3 ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Un excesivo calentamiento (> 50 ºC) destruye la ampicilina y la arabinosa, y como el agar 

solidifica a 27 ºC se debe controlar el enfriamiento del agar, y luego repartir el agar en las placas de 

forma continua, sin interrupción. Si se forman muchas burbujas, se pueden eliminar una vez se hayan 

preparado todas las placas, calentando suavemente el fondo de cada placa con la llama de un 

mechero Bunsen. Una vez que las placas se han preparado no tocarlas hasta que el agar se haya 

solidificado. Tira el agar sobrante a la basura, nunca por el fregadero. Limpiar los restos de agar 

alrededor de las placas. 

 

 

3.  Rotular las placas 

 Las 40 placas de agar se deben rotular con un rotulador de tinta indeleble en la base, cerca del borde 

de la placa. Rotular 16 placas como LB, 16 como LB/amp y 8 como LB/amp/ara. 

 

 

 

            Ampicilina                       Arabinosa 

            Solución de transformación 
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4.  Añadir el agar LB en las placas 

 Primero, añadir el agar LB en las placas marcadas como LB. Hacer una torre de entre 4 y 8 

placas y con una mano abrir la tapa de la placa inferior sujetando el resto de la torre, mientras que con 

la otra mano se añade el agar LB. Rellenar la placa entre un tercio y la mitad de su capacidad (≈12 ml). 

Tapar esa placa, y continuar con la placa superior en la torre. Cuando se hayan rellenado todas las 

placas dejarlas enfriar en esa posición.        

                                                                               LB 

                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 A continuación, añadir la ampicilina ya hidratada al agar LB sobrante en el matraz. Agitar el 

matraz brevemente para mezclarla. Rellenar las 16 placas rotuladas como LB/amp según la técnica 

descrita antes. 

 

 

    amp 

                                                                                                                                                       LB/amp 

 

 

 

 

 

 Por último, añadir la arabinosa hidratada al agar LB con ampicilina sobrante en el matraz. 

Agitar el matraz brevemente para mezclarla y rellenar las 8 placas marcadas como LB/amp/ara 

utilizando la técnica ya descrita. 

LB/amp/ara 

     

         

       ara 

 

 

 

 

 

 

5. Almacenar las placas 

 Después de dejar las placas dos días a temperatura ambiente se pueden utilizar o se pueden 

almacenar en columnas de hasta 20 placas de altura introduciéndolas en bolsas. Guardar las placas en 

la nevera de forma invertida y dentro de las bolsas hasta su uso. 
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Preparación paso 2: 24-36 horas antes de la transformación 

1. Rehidratar las bacterias 

 Con una pipeta estéril, rehidratar el liofilizado de E. coli HB101 añadiendo 250 µl de la solución de 

transformación en el vial. Tapar el vial y dejar la suspensión 5 minutos a temperatura ambiente. Agitar 

el vial antes de añadirlo a las placas de LB. (Se utiliza la solución de transformación porque está estéril. 

En su lugar se puede utilizar agua destilada estéril). Guardar la bacteria rehidratada en la nevera hasta 

el momento de su uso (en 24 horas a ser posible, y no más de 3 días). 

 

 

 

 

 

                             250 µµl 

 

 

 

 

 

 

2.  Sembrar las placas para obtener colonias bacterianas aisladas 

 Cada grupo necesitará su propio cultivo de células a transformar. El kit contiene material suficiente 

para preparar 8 puestos de trabajo para los alumnos. Las placas de LB se deben sembrar para obtener 

colonias aisladas de la bacteria y se deben incubar a 37 ºC durante 24-36 horas antes de la 

transformación. 

 Partiendo de la suspensión de E. coli preparada en el punto 1 y de 8 placas LB, siembra una placa 

para cada uno de los grupos de estudiantes. El propósito del aislamiento es formar colonias aisladas a 

partir de una suspensión con una alta concentración bacteriana. En condiciones favorables, una célula 

se multiplica para dar millones de células genéticamente idénticas en 24 horas. Hay millones de 

bacterias en una única colonia de 1 mm. 

a.     Introducir un asa de siembra estéril en la suspensión bacteriana. Introducir el asa sin inclinar el 

vial. Sacar el asa y extender en la placa como aparece en la figura inferior. La extensión se realiza 

en cuatro cuadrantes. La primera extensión es para dispersar un poco las células. Deslizar el asa 

de izquierda a derecha una docena de veces en cada uno de los cuadrantes. En cada cuadrante 

consecutivo las células están cada vez más diluidas, aumentando la posibilidad de obtener 

colonias aisladas. 

b.     Es importante utilizar la mayor superficie posible de placa para realizar la extensión. Girar la placa 

45 grados aproximadamente (de manera que se facilite el movimiento de la mano) y comenzar con 

el segundo cuadrante. Tocar el cuadrante anterior un par de veces y luego continuar deslizando el 

asa de izquierda a derecha unas 10 veces. 

c.     Girar la placa de nuevo y repetir la acción. 

d.     Girar la placa por última vez y sembrar el último cuadrante. Repetir los pasos a-d en el resto de las 

placas de LB. Usar el mismo asa de siembra para todas las placas. Al terminar con cada placa, 

taparla inmediatamente para evitar su contaminación. 

             Solución de transformación             E. coli liofilizada 
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                                      a                                                                      b                                       

 

 

 

 

                                      c                                                                      d                                       

 

 

e.     Dejar las placas toda la noche en posición invertida en la estufa a 37 ºC o a temperatura ambiente 

durante 2-3 días si no se dispone de estufa. Usar para la transformación en las 24-36 horas 

siguientes. No refrigerarlas antes de su uso. 

f.     E. coli produce colonias de color crema, redondas y de bordes lisos. No utilizar las placas 

contaminadas con otras colonias. 

g.  

3.  Preparar el plásmido pGLO 

 Con una nueva pipeta estéril añadir 250 µl de la solución de transformación en el vial que contiene el 

plásmido pGLO liofilizado. La cantidad de ADN es tan pequeña que puede parecer que el vial está 

vacío. Si es posible, guardar el ADN rehidratado en la nevera (Se utiliza la solución de transformación 

porque está estéril y no contienen nucleasas. En su lugar se puede utilizar agua destilada estéril). 

 

 

                     

 

 

                             250 µµl  

 

 

 

 

Preparación paso 3: antes de la transformación 

1.  Preparar alicuotas 

 Para cada grupo de estudiantes, añadir 1 ml de la solución de transformación (CaCl2) y 1 ml del 

caldo LB en los tubos eppendorf de 2 ml del kit. Si el caldo LB se alicuota 1 día antes de la práctica, 

guardar bajo refrigeración. Etiquetar los tubos. 

2.  Preparar los puestos de trabajo  

 Consultar en el manual del alumno el material necesario en cada puesto de trabajo. 

             Solución de transformación             Plásmido pGLO liofilizado 
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250 µµl        

 

Guía rápida para el uso del kit de transformación 

 
1.     Etiquetar los tubos eppendorf cerrados, uno 

como +pGLO y otro como –pGLO. Indicar 

también el nombre del grupo. Poner los tubos 

en una gradilla de corcho. 

   
 

 

 

2.    Abrir los tubos y con una pipeta estéril añadir 

250 µl de la solución de transformación (CaCl2). 

 

 

 

 

                                                                                       Solución de transformación 

3.    Poner los tubos en hielo.                                                       

 

 

 

 

4.     Con un asa de siembra estéril coger una colonia 

de la placa. Abrir el tubo +pGLO e introducir el 

asa en la solución de transformación. Girar el 

asa entre los dedos índice y pulgar hasta que la 

colonia se disperse totalmente en la solución de 

transformación (sin que queden fragmentos 

flotantes). Dejar el tubo en la gradilla en hielo. 

Con otro asa estéril repite la operación con el 

tubo –pGLO. 

 

5.     Situar la solución con el plásmido pGLO a la luz 

UV y anotar las observaciones. Introducir un 

nuevo asa estéril en el vial que contiene el 

plásmido y coger solución plasmídica (como si 

cogiéramos jabón para hacer pompas de 

jabón). Llevarlo al tubo +pGLO, cerrarlo y dejar 

el tubo en la gradilla en el hielo. Cerrar también 

el tubo –pGLO, pero sin añadir el plásmido. 

      ¿Por qué?                                                                                       Plásmido ADN 

                                                                                       

 

6.     Incubar los tubos en hielo 10 minutos. 

Asegurarse de que el fondo de los tubos está 

en contacto con el hielo. 

                                          Gradilla                                            Hielo 

 

 

+pGLO – pGLO 

– pGLO 

hielo 

– pGLO 
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7.    Mientras que los tubos permanecen en el hielo, 

etiquetar las placas de agar en la base de la 

siguiente forma: una placa LB/amp y una 

LB/amp/ara como +pGLO, y otra LB/amp y otra 

LB/amp/ara como –pGLO. 

 

 

8.     Choque térmico. Llevar los tubos en la gradilla 

al baño ya preparado a 42 ºC, e introducirlos 

allí durante 50 segundos exactos. Asegurarse 

de colocar bien la gradilla para que el fondo de 

los tubos esté en contacto con el agua. 

Pasados los 50 segundos, llevar de nuevo los 

tubos al hielo. El cambio de hielo al baño y 

viceversa debe hacerse con rapidez. Dejar los 

tubos en el hielo 2 minutos. 

 

 

9.     Sacar la gradilla del hielo y dejarla en la mesa. 

Abre uno de los tubos, y con una nueva pipeta 

estéril, añade 250 µl de caldo LB al tubo y 

ciérralo. Repetir la operación con otra pipeta 

estéril en el otro tubo. Incubar los tubos 10 

minutos a temperatura ambiente. 

                                                                                                         Caldo LB                 +pGLO            – pGLO 

 

 

 

 

10. Agitar los tubos golpeándolos con el dedo. Con 

una pipeta estéril para cada tubo, pasar 100 µl 

de cada tubo a las placas correspondientes. 

 

 

 

 

 

11. Usando un asa de siembra estéril para cada 

tubo, extender el líquido por toda la superficie 

de la placa, haciendo estrías en el agar en 

todos las direcciones. 

 

 

 

 

12. Apilar las placas y empaquetarlas con cinta 

adhesiva todas juntas. Poner el nombre del 

grupo e introducirlas en posición invertida en la 

estufa a 37 ºC hasta el día siguiente. 

 

Baño 
42 ºC, 50 seg. 

Hielo Hielo 

100 µµl        
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Transformación con pGLO 
 

 

 

Unidad 1: Introducción a la transformación 

 En esta prácticas vas a realizar un procedimiento denominado transformación genética. Recuerda 

que un gen es un fragmento de ADN que codifica una proteína, la cual proporciona al organismo una 

determinada característica. Transformación genética literalmente significa cambio originado por genes, 

e implica la inserción de un gen en un organismo para modificar alguna de las características del 

organismo. La transformación genética se utiliza en muchas áreas de la biotecnología. En agricultura, 

se pueden introducir por transformación en las plantas los genes que codifican características como la 

resistencia al frío, a los pesticidas o a la sequía. En biodegradación, las bacterias se pueden 

transformar con genes que las hagan capaces de digerir los vertidos accidentales de petróleo. En 

medicina, las enfermedades originadas por genes defectuosos se están empezando a tratar con 

terapia génica, mediante la transformación de las células del paciente con copias del gen, que carecen 

de la anomalía que produce la enfermedad. 

 Se usará un protocolo para transformar bacterias con un gen que codifica una proteína denominada 

GFP (Green Fluorescent Protein). La fuente natural de este gen es una medusa fosforescente llamada 

Aequorea victoria, en el cual la GFP es la responsable de que la medusa brille o emita fluorescencia en 

la oscuridad. Después de la transformación, las bacterias expresan el gen de la medusa y sintetizan la 

proteína, lo que les permite emitir un color verde brillante cuando son expuestas a luz ultravioleta. 

 En esta práctica, aprenderás el proceso de transferir genes de un organismo a otro mediante un 

plásmido. Además de un cromosoma, las bacterias suelen contener uno o más pequeños fragmentos 

de ADN denominados plásmidos. Un plásmido suele contener genes que favorecen la supervivencia 

bacteriana. En la naturaleza, las bacterias pueden transferirse estos plásmidos para compartir sus 

genes beneficiosos o ventajosos. Este mecanismo permite a las bacterias adaptarse a nuevos 

ambientes. El reciente incremento de la resistencia bacteriana se debe a la transmisión de plásmidos. 

El plásmido pGLO de BioRad contiene el gen para la síntesis de la proteína GFP y un gen de 

resistencia al antibiótico ampicilina. pGLO también contiene un sistema especial de regulación de 

genes que se puede usar para controlar la expresión de la proteína fluorescente en las células 

transformadas. El gen para sintetizar GFP se puede activar en las células transformadas simplemente 

añadiendo arabinosa al medio de cultivo. La selección de las células que se han transformado con el 

plásmido pGLO se realiza observando el crecimiento en placas con antibiótico. Las células 

transformadas aparecerán blancas (fenotipo salvaje) en placas que no contengan arabinosa, y de color 

verde fluorescente cuando se añada arabinosa al agar. 

Tendrás a tu disposición los materiales y protocolos para realizar la transformación. Tus tareas serán: 

1.  Realizar la transformación. 

2. Determinar el grado de éxito obtenido en la alteración genética del organismo. 
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Unidad 1: Cuestionario  

 Existen muchas consideraciones a tener en cuenta al planear un experimento científico en el 

laboratorio. A continuación aparecen algunas a tomar en consideración a la hora de hacer una 

transformación genética. 

 Dado que los experimentos científicos persiguen contestar alguna pregunta, el primer paso sería 

formular algunas preguntas.  

 

 

Cuestión nº 1:    ¿Puedo modificar genéticamente un organismo?  
                             ¿Qué organismo? 

 
1.     Para modificar genéticamente un organismo, se debe insertar un nuevo gen en cada célula del 

organismo. ¿Qué organismo será más apropiado para ser modificado genéticamente, uno 

pluricelular o uno unicelular? 

 

 

 

 

 

2.     Los científicos a menudo quieren saber si los organismos modificados genéticamente pueden 

pasar sus nuevas características a su descendencia y futuras generaciones. Para obtener esta 

información, ¿qué organismo será más apropiado para el experimento?, ¿uno que crezca y se 

reproduzca rápidamente, o uno que lo haga más lentamente? 

 

 

 

 

 

3.     La seguridad es otro factor importante al elegir el organismo. ¿Qué características debe tener o no 

tener el organismo para asegurarnos de que no nos dañará ni a nosotros ni al medio ambiente? 

 

 

 

 

 

4.     Teniendo en cuenta las cuestiones anteriores, ¿cuál será la mejor opción para realizar la 

modificación genética: una bacteria, una lombriz, un pez o un ratón? Razona la respuesta. 
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Cuestión nº 2: ¿Cómo puedo saber si las células se han transformado? 

 Recuerda que la finalidad de la transformación es modificar las características del organismo, su 

fenotipo. Antes de que se pueda detectar un cambio en el fenotipo de un organismo, se debe hacer un 

exhaustivo examen de su fenotipo natural (antes de la transformación). Mira las colonias de E. coli en 

las placas, y anota todas las características que observes en ellas: 

 

 

 

 

 Las siguientes observaciones antes de la transformación en E.coli pueden proporcionar datos 

básicos para determinar si después del proceso se ha producido alguna modificación genética. 

a)    Número de colonias. 

 

b)    Tamaño de: 

1. La colonia mayor. 

2. La colonia menor. 

3. La mayoría de las colonias. 

 

c)    Color de las colonias. 

 

d)    Distribución de las colonias en la placa. 

 

e)    Apariencia bajo luz ultravioleta. 

 

f)    Capacidad de las células para crecer y reproducirse en presencia de un antibiótico como la 

ampicilina. 

 

 

 

1.     Describe cómo podrías usar dos placas de agar LB, E. coli y ampicilina para determinar si la 

bacteria resulta afectada por la ampicilina. 

 

 

 

 

 

 

2.    ¿Qué resultados esperas obtener sobre el efecto de la ampicilina en E. coli? 
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Cuestión nº 3: Los genes 

 La transformación implica la inserción de un nuevo segmento de ADN en las células bacterianas. 

Además de un cromosoma, las bacterias a menudo contienen uno o más pequeños fragmentos de 

ADN llamados plásmidos, los cuales suelen contener varios genes. Los científicos realizan un 

procedimiento denominado ingeniería genética para introducir en un plásmido genes que codifican 

nuevas características. En este caso, el plásmido pGLO lleva el gen GFP que codifica la proteína verde 

fosforescente y un gen (bla) que codifica una proteína que proporciona a la bacteria resistencia a un 

antibiótico. Este plásmido creado por ingeniería genética se puede usar para transformar a la bacteria y 

que ésta adquiera estas nuevas características. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuestión nº 4: El proceso de transformación 

 Este proceso de transformación presenta tres pasos principales, dirigidos a introducir el plásmido en 

E. coli, y proporcionar las condiciones adecuadas para que las células expresen los nuevos genes 

adquiridos. 

 

Para introducir el plásmido pGLO a traves de la membrana celular: 

1.     Usar una solución de transformación de CaCl2 (cloruro cálcico). 

2.     Someter las células a un proceso denominado choque térmico. 

Para que las células transformadas crezcan en presencia de ampicilina: 

3.     Ponerlas en un medio de cultivo adecuado y someterlas a una corta incubación para que 

empiecen a expresar los nuevos genes adquiridos. 

 

      Beta-lactamasa 
(resistencia a antibiótico) 

flagelo 

poro Cromosoma 
bacteriano 

Pared celular 

Plásmido pGLO 

GFP 
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Unidad 2: Protocolo para la transformación 

 
 

Listado de material para cada puesto de trabajo 

 El material necesario para el desarrollo de la práctica y que debe estar en tu puesto de trabajo al 

inicio de la misma aparece en esta lista. Comprueba que no falta nada. 

 

Puesto de trabajo del alumno Número (√√) 

 

Placa sembrada con E. coli 

 

1 

 

o 

Placas agar (1 LB, 2 LB/amp, 1 LB/amp/ara) 4 o 

Solución de transformación 1 o 

Caldo LB 1 o 

Asas de siembra 7 o 

Pipetas 5 o 

Gradilla de espuma/corcho 1 o 

Cubeta con hielo picado 1 o 

Rotulador 1 o 

Guión de práctica (Guía rápida) 

 

1 o 

Material común: Listado con material común a compartir por los distintos grupos de trabajo. 

Plásmido pGLO rehidratado 1 vial o 

Baño a 42 ºC y termómetro 1 o 

Estufa a 37 ºC (opcional) 1 o 
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Metodología a seguir 

 
 

1.     Rotula un tubo eppendorf como + pGLO y otro como –pGLO. Pon el nombre de tu grupo. Sitúalos 

en la gradilla de corcho. 

 

 

 

                                                +pGLO            – pGLO 

 

 

 

2.     Abre los tubos y con una pipeta estéril, añade a cada uno 250 µl de la solución de transformación 

(CaCl2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 

                                            Solución de transformación 

 

 

 

 

3.      Pon los tubos en hielo. 
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4.     Con un asa de siembra estéril pincha una única colonia de la placa con E. coli. Coge el tubo 

rotulado como + pGLO e introduce el asa en la solución de transformación, y gira el asa entre tus 

dedos índice y pulgar hasta que la colonia se disperse en la solución de transformación. Vuelve a 

dejar el tubo en hielo. Con otro asa estéril, repite el proceso para el tubo –pGLO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                      +pGLO                 –pGLO 

 

 

5.     Sitúa la solución plasmídica pGLO bajo la luz UV, y anota tus observaciones. Introduce un asa 

estéril en la solución con el plásmido pGLO, y carga el asa de manera que se observe una capa de 

la solución en el aro. Es similar a la capa de jabón en un aro para hacer pompas de jabón. 

Introduce el asa en el tubo +pGLO. Cierra el tubo y vuelve a dejarlo en el hielo. Cierra también el 

tubo –pGLO, pero sin añadirle solución plasmídica. ¿Por qué? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    Plásmido pGLO            +pGLO                                 –pGLO 

 

 

6.     Incubar los tubos en hielo 10 minutos. Asegúrate de poner los tubos en la gradilla de manera que 

el fondo del tubo esté en contacto con el hielo. 

 

 

 

 

 

                                        Gradilla                                                           Hielo   

 



Transformación con pGLO  Manual del Alumno 

25 

250 µµl        

 

7.  Mientras los tubos están en hielo, rotula las 4 placas de agar LB en la base de la siguiente manera: 

• Una placa LB/amp:  +pGLO. 

• Una placa LB/amp/ara: +pGLO. 

• Una placa LB/amp:  -pGLO. 

• Una placa LB:  -pGLO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.     Choque térmico. Lleva la gradilla con los tubos al baño a 42 ºC, y déjala allí durante 50 segundos 

exactos. Asegúrate de poner los tubos en la gradilla de manera que el fondo del tubo esté en 

contacto con el agua caliente.  

Transcurridos los 50 segundos, vuelve a llevar la gradilla con los tubos al hielo. Para mejorar el 

proceso, el paso del hielo (0 ºC) a 42 ºC y de nuevo al hielo debe hacerse rápidamente. 

Incubar los tubos en hielo durante 2 minutos. 

 

 

 

 

 

 

                                Hielo                                                                                 Hielo 

 

 

9.     Saca la gradilla del hielo y déjala en la mesa. Abre un tubo, y con una nueva pipeta estéril, añade 

250 µl de caldo LB al tubo y vuelve a taparlo. Haz lo mismo con el otro tubo, usando otra pipeta 

estéril. Dejar los tubos 10 minutos a temperatura ambiente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                          Caldo LB                 +pGLO            – pGLO 

Baño 
42 ºC, 50 seg. 
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10. Golpea los tubos con el dedo para mezclar. Con otra pipeta estéril, pasa 100 µl de cada tubo a las 

placas de agar correspondientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

LB                                                           

                                                                    +pGLO               – pGLO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11. Usando un asa de siembra estéril para cada placa, extiende la suspensión por la superficie de 

las placas de agar pasando el asa rápidamente de izquierda a derecha. NO PRESIONES MUY 

FUERTE PARA NO ROMPER EL AGAR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. Haz una columna con las placas sujetándolas con cinta adhesiva. Pon el nombre de tu grupo en la 

placa inferior, y mételas en la estufa a 37 ºC en posición invertida hasta el día siguiente. 

 

 

 

 

 

 

 

100 µµl        
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Unidad 2: Cuestionario de revisión   

 
 Antes de recoger y analizar los resultados contesta las preguntas que aparecen a continuación. 

 

1.    ¿En cual de las placas esperas encontrar bacterias más similares a las colonias de E. coli no 

transformadas que observaste inicialmente? Razona tu respuesta. 

 

 

 

 

 

 

 

2.     Si hay bacterias transformadas, ¿en qué placa(s) aparecerán? Razona tu respuesta. 

 

 

 

 

 

 

 

3.     ¿Qué placas se deben comparar para determinar si se ha producido la transformación genética? 

¿Por qué? 

 

 

 

 

 

 

 

4.     ¿Qué se entiende por placa control? ¿Para qué sirve utilizar un control? 
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Unidad 3: Recogida y análisis de resultados 

 
A. Recogida de resultados 

Observa los resultados obtenidos tras la transformación a la luz normal de la habitación. Después sitúa 

las placas bajo luz ultravioleta y observa lo que ocurre. 

 

1.    Observa atentamente y dibuja lo que ves en cada placa. Pon tus dibujos en la tabla de resultados 

en la columna de la derecha. Apunta los resultados para poder comparar las observaciones de las 

células +pGLO con las observaciones de las células no transformadas. 

Anota las siguientes observaciones para cada placa. 

 

 

2.    ¿Cuánto crecimiento se observa en cada placa, a simple vista? 

 

 

3.    ¿De qué color son las bacterias? 

 

 

4.    ¿Cuántas colonias bacterianas hay en cada placa? (Cuéntalas). 

 

Observaciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observaciones  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+pGLO 
LB/Amp 

+pGLO 
LB/Amp/ara 

–pGLO 
LB/Amp 

–pGLO 
LB P
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s 
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n
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B. Análisis de los resultados 

 La finalidad del análisis de los resultados obtenidos es determinar si se ha producido la 

transformación genética. 

 

1.    ¿Qué características inicialmente observadas en E. coli no parecen haberse alterado? Anota a 

continuación esas características que no se han modificado y las observaciones al respecto. 

                    Característica original   Observaciones 

 

 

 

 

 

 

 

2.     De las características de E. coli inicialmente observadas, ¿cuáles parecen ser significativamente 

diferentes después de la transformación? Anota esas características a continuación y describe los 

cambios que has observado. 

                    Nuevas características   Cambios observados 

 

  

 

 

 

 

 

3.     Si las células transformadas han adquirido la capacidad para crecer en presencia del antibiótico 

ampicilina, ¿qué puedes deducir acerca de los otros genes presentes en el plásmido utilizado para 

la transformación? 

 

 

 

 

 

4.     Basándote en los resultados obtenidos, ¿cómo puedes demostrar que los cambios producidos se 

deben al proceso realizado? 
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Unidad 3: Cuestionario de revisión   

 

 

¿Qué es lo que brilla? 

 Si se observa un color verde fluorescente en las colonias de E. coli, debemos plantear una nueva 

pregunta: ¿Cuáles son las dos posibles fuentes de fluorescencia en las colonias cuando se exponen a 

la luz ultravioleta? 

 

Explica: 

1.     Recuerda qué observaste cuando iluminaste con luz ultravioleta el vial que contenía el plásmido 

pGLO y anota tus observaciones. 

 

 

 

 

 

 

2.     ¿Cuál de las dos posibles fuentes de fluorescencia puede ser eliminada ahora? 

 

 

 

 

 

 

3.     ¿Qué indica esta observación sobre la fuente de fluorescencia? 

 

 

 

 

 

 

4.     Describe qué evidencias indican si la transformación genética se ha realizado con éxito o no. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Transformación con pGLO  Manual del Alumno 

31 

 

Unidad 3: Cuestionario de revisión   

 

Interacción entre los genes y el medio 

 

 Mira de nuevo tus cuatro placas. ¿Observas alguna colonia de E. coli en la placa LB que no 

contenga ampicilina y arabinosa? 

 

 

 

1.      Basándote en tus resultados, ¿puedes decir si estas bacterias son resistentes a ampicilina 

observándolas en la placa LB? 

 

 

 

 

2.     ¿Cómo modificarías el medio (el agar en el que están creciendo) para poder saber si son 

resistentes a ampicilina? 

 

 

 

 

3.     Muy a menudo las características de un organismo se deben a la combinación de sus genes y del 

medio. Reflexiona sobre el color verde que viste en las bacterias transformadas: 

 

a. ¿Qué dos factores ambientales deben estar presentes para que puedas ver el color verde? (Una 

pista: un factor está en la placa y el otro en la forma cómo miras las bacterias). 

 

 

 

 

b. ¿Cuál de los dos factores ambientales señalados en la pregunta anterior hacen a la bacteria 

transformada que aparezca verde? 

 

 

 

 

c. ¿Qué ventajas tendrá para un organismo el poder activar o desactivar determinados genes en 

respuesta a diferentes condiciones? 
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Unidad 4:      Actividad complementaria: Cálculo de la Tasa  
                      de transformación 
 

 Tu próxima tarea es aprender a determinar hasta qué punto se ha producido la transformación de E. 

coli, usando para ello una medida cuantitativa denominada tasa de transformación. 

 En muchos experimentos, es importante transformar la mayor cantidad posible de células. Por 

ejemplo, en algunos tipos de terapia génica, se extraen células del paciente, se transforman en el 

laboratorio, y se reintroducen en el paciente. Así, cuantas más células se transformen y produzcan la 

proteína deseada, más éxito tendrá la terapia. La tasa de transformación se calcula para ayudar a los 

científicos a determinar la eficacia del proceso de transformación. 

 

Método 

 Tienes que calcular la tasa de transformación, la cual te indicará tu habilidad a la hora de introducir 

moléculas de ADN en las células bacterianas. La tasa de transformación es un número, que representa 

el número total de células bacterianas que expresan la proteína GFP, entre la cantidad de ADN usada 

en el experimento. Nos indica el número total de células bacterianas transformadas por microgramo de 

ADN. 

 La tasa de transformación se calcula usando la siguiente fórmula: 

 

Tasa de transformación = Número total de células que crecen en la placa / Cantidad de ADN (µg) en la placa 

 

 

 Por tanto, para poder calcular la tasa de transformación, necesitas saber: 

1. El número total de colonias verde fluorescente que crecen en la placa LB/amp/ara. 

2. La cantidad total de plásmido pGLO en las células bacterianas y presente en la placa 

LB/amp/ara. 
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1.    Determinación del número total de colonias verde fluorescente que crecen en la placa 
LB/amp/ara. 

Sitúa tu placa LB/amp/ara bajo luz UV. Se supone que cada colonia de la placa procede de una 

única célula, la cual, tras múltiples y sucesivas reproducciones, origina la colonia bacteriana. La 

manera más sencilla de determinar el número total de colonias verde fluorescente es contar las 

colonias presentes en la placa. 

 

 

 

                                       Número total de células = 

 

 

 

2.     Determinación de la cantidad total de plásmido pGLO en las células bacterianas y presente 
en la placa LB/amp/ara. 

Para determinar la cantidad de ADN del plásmido pGLO que hay en las células 

bacterianas presentes en la placa LB/amp/ara necesitamos saber: (a) La cantidad de 

ADN con la que empezamos el experimento, y (b) qué fracción del ADN (en la bacteria) 

realmente se añadió a las placas de LB/amp/ara. 

Una vez calculado estos dos factores, tendrás que multiplicar la cantidad total de plásmido 

pGLO usada en el experimento por la fracción de ADN que aparece en las placas de LB/amp/ara. 

(a)  Determinación de la cantidad total de plásmido pGLO 

La cantidad total de ADN utilizada inicialmente es igual al producto de la concentración y el 

volumen utilizados: 

 

ADN (µg) = Concentración ADN (µg/µl) x Volumen ADN (µl) 

 

 

En este experimento utilizaste 10 µl de pGLO a la concentración de 0.08 µg/µl. Es decir, que 

cada microlitro de la solución contenía 0.08 µg del ADN plásmídico pGLO.  

 

Calcula la cantidad total de ADN utilizada: 

 

Cantidad total de ADN (µµg) =  

   

 

¿Para qué te sirve este dato? 
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(b) Determinación de la fracción de ADN realmente transferido a la placa de LB/amp/ara. 

    Dado que no todo el ADN añadido al cultivo bacteriano pasa a la placa de agar, necesitas saber 

cuánto ADN pasó realmente a la placa LB/amp/ara. Para calcularlo, divide el volumen de ADN 

que pusiste en la placa entre el volumen total que había en el tubo que contenía el ADN. La 

fórmula a utilizar sería: 

 

Fracción ADN utilizada = Volumen en la placa (µl) / Volumen total tubo (µl) 

 

Pasaste 100 µl de la solución de células que contenían el ADN, de un tubo con un volumen total 

de 510 µl. ¿Recuerdas por qué contenía 510 µl? Consulta el protocolo, anota los volúmenes que 

añadiste en cada paso y suma las cantidades. 

Usa la siguiente fórmula para calcular la fracción de ADN plasmídico pGLO que pasó a la 

placa LB/amp/ara. 

 

Fracción de ADN =  

  

 

¿Para qué te sirve este dato? 

 

 

 

Por tanto, ¿cuántos microgramos de ADN del plásmido pGLO pasaste a las placas 

LB/amp/ara? 

Para contestar esta pregunta, debes multiplicar la cantidad total de ADN pGLO usada por la 

fracción de ADN pGLO que pasó a la placa de LB/amp/ara: 

 

ADN pGLO transferido (µg) = cantidad total de ADN pGLO usada (µg) x fracción de ADN pGLO 

 

 

ADN pGLO (µµg) = 

 

 

 

 ¿Qué te dice este dato? Mira todos los cálculos hechos hasta ahora, y rellena la siguiente tabla: 

 

Número de colonias en la placa LB/amp/ara  

Microgramos de ADN en las placa 
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Ahora usa los datos de la tabla para calcular la tasa de transformación: 

 

Tasa de transformación = Nº total de células que crecen en la placa / Cantidad de ADN (µg) en la placa 

 

 

Tasa de transformación =  

 

 

 

 

Análisis 

La tasa de transformación es un número muy elevado, por lo que los científicos a menudo lo expresan 

en forma logarítmica. Por ejemplo, si la tasa de transformación es de 1.000 bacterias/µg de ADN, lo 

expresan así: 

              103 células transformadas/µµg  (10 3 es como 10 x 10x 10, o como 1.000) 

 

• ¿Cómo expresarían 10.000 células transformadas/µg? 

 

 

 

Complicándolo un poco más, imagina que los científicos calculan una tasa de 5.000 bacterias/µg ADN. 

Lo expresarían como: 

             5 x 103 células transformadas/µµg (5 veces 1.000). 

 

• ¿Cómo expresarían 40.000 células transformadas/µg? 

 

     

 

Un último ejemplo: Si se calculara una tasa de 2.600 células transformadas/µg, la notación científica 

sería: 

  2,6 x 103 células transformadas/µµg  (2,6 veces 1000) 

 

 

De la misma forma que en los siguientes ejemplos: 

 5.600 = 5,6 x 103 271.000 = 2,71 x 105 2.420.000 = 2,42 x 106 

 

• ¿Cómo expresarías 960.000 células transformadas/µg en notación científica? 

 

 

células transformadas/µµg 
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•  Expresa la tasa de transformación obtenida en notación científica: 

 

 

 

•  Explica en una o dos frases lo que significa la tasa de transformación que has calculado: 

 

 

 

 

 

Los biotecnólogos estiman que la tasa de transformación que generalmente se obtiene con el protocolo 

que tú has seguido se sitúa entre 8 x 102 y 7 x 103 células transformadas por microgramo de ADN. 

 

•   ¿Cómo es tu tasa en comparación con estos valores? 

 

 

 

•   En la siguiente tabla, anota la tasa de transformación de los demás grupos del laboratorio: 

 

Grupo Tasa de transformación 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

•   ¿Cómo es tu tasa de transformación en comparación con la de los demás? 

 

 

 

•     Calcula la tasa de transformación que se obtendría en un experimento en el que se utilizara lo 

indicado en la siguiente lista: 

Concentración ADN plasmídico: 0.08 µg/µl 

250 µl solución transformación CaCl2 

10 µl solución plasmídica pGLO 

250 µl caldo LB 

100 µl células sembradas en cada placa de agar 

227 colonias de células transformadas 
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Rellena el siguiente cuadro y enséñale tus resultados al profesor: 

 

Número de colonias en la placa LB/amp/ara = 

Microgramos de ADN transferido a las placas = 

Tasa de transformación = 

 

 

 

• Pregunta extra: 

Si la tasa de transformación en un determinado experimento es de 3 x 103 bacterias/µg de ADN, 

¿cuántas colonias de células transformadas crecerían en la placa LB/amp/ara? Asume que las 

concentraciones de ADN y el volumen de células sembradas en la placa de LB son las mismas 

que utilizaste en tu protocolo. 




